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ACC: acetil coenzima A carboxilasa 
ACS: acil coenzima A sintetasa 
ADN: ácido desoxirribonucléico 
ADNc: ácido desoxirribonucléico 
complementario 
ADP: adenosín difosfato 
AGCL: ácidos grasos de cadena larga 
AGL: ácidos grasos libres 
AK: adenilato quinasa 
AMP: adenosín monofosfato 
AMPc: adenosín monofosfato cíclico 
AMPD: adenosín monofosfato desaminasa 
AMPD1: gen que codifica la mioadenilato 
desaminasa 
ARN: ácido ribonucléico 
ARNm: ácido ribonucléico mensajero 
ARNt: ácido ribonucléico de transferencia 
ATP: adenosín trifosfato 
BSA: albúmina bovina sérica 
CATR: carnitina acilcarnitina translocasa 
CK: creatín quinasa 
CoA: coenzima A 
CPT: carnitina-palmitil transferasa 
CPT2: gen que codifica la carnitina-palmitil 
transferasa II 
DHAP: dihidroxiacetona fosfato 
DMSO: dimetilsulfóxido 
dNTP: desoxinucleótidos trifosfato 
EDTA: ácido etilendiamino tetraacético 
GAP: gliceraldehído-3-fosfato 
GTP: guanidín trifosfato 
HM: homocigoto 
HT: heterocigoto 
HTC: heterocigoto compuesto 
IMP: inosín monofosfato 
Kb: kilobases 
KDa: kilodalton 
L-CPT I: isoenzima tipo hepático de la 
carnitina-palmitil transferasa I 
LHON: neuropatía óptica hereditaria de 
Leber 
MADA: mioadenilato desaminasa 
M-CPT I: isoenzima tipo muscular de la 
carnitina-palmitil transferasa I 
MELAS: encefalopatía mitocondrial, acidosis 
láctica y episodios stroke-like 
MERRF: epilepsia mioclónica y fibras 
rojo rasgadas 
MILS: síndrome de Leigh de herencia 
materna 
min.: minuto/s 
MPL: miofosforilasa 
NAD: nicotín adenín dinucleótido 
NADP: nicotín adenín dinucleótido fosfato 
NCP: proteínas no colágenas 
OMIM: Online Mendelian Inheritance in Man.  
PAS: tinción con ácido peryódico 
pb: pares de bases 
PCR: reacción en cadena de la polimerasa 
PEO: oftalmoplejía externa progresiva 
PFK: fosfofructoquinasa 
PFKM: gen que codifica la fosfofructoquinasa 
muscular 
Pi: fosfato inorgánico 
PIRA: análisis de restricción con cebador 
modificado 
PPi: pirofosfato 
PYGM: gen que codifica la miofosforilasa 
RFLP: fragmentos de restricción de longitud 
polimórfica 
RMN-P31: resonancia magnética nuclear de 
fosforo 31 
SDS: dodecilsulfato de sodio 
UTR: regiones no traducidas 
VO2: captación de oxígeno
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1. Recursos metabólicos del músculo esquelético durante el 
ejercicio. Disfunciones metabólicas asociadas. 
 
1.1. Adenosín trifosfato: obtención y utilización. 
 Las miofibrillas musculares están compuestas por haces de proteínas contráctiles 
que constituyen los elementos generadores de fuerza en cada fibra muscular. La 
contracción muscular se produce mediante asociaciones cíclicas entre la cabeza flexible 
del filamento grueso de la miosina y los filamentos de actina. Dicha interacción se 
encuentra regulada por cambios conformacionales dependientes de calcio que ocurren 
en la troponina unida a actina y en la tropomiosina. Cada ciclo reversible de las 
interacciones miosina-actina se asocia a la hidrólisis de una molécula de adenosín 
trifosfato (ATP) en adenosín difosfato (ADP) y fósforo inorgánico (Pi). El ATP es la fuente 
inmediata de energía para la contracción muscular. Debido a que los depósitos de ATP 
muscular son escasos, cuando los requerimientos energéticos del músculo aumentan, 
situación que ocurre durante el ejercicio, éste tiene que ser sintetizado de nuevo a partir 
de ADP (1). Para ello la célula muscular puede poner en marcha alguno de los siguientes 
procesos metabólicos (Fig. 1): 
1. Fosforilación oxidativa mitocondrial, utilizando como sustratos el glucógeno 
almacenado en el músculo, la glucosa sanguínea y los ácidos grasos libres 
(AGL) del plasma. 
2. Glucolisis anaeróbica, que conduce a la producción de lactato. 
3. Activación de la creatín quinasa (CK): esta enzima cataliza la formación de ATP 
a partir de la reserva muscular de fosfocreatina, un compuesto con enlace de 
alta energía. 
4. Reacción de la adenilato quinasa (AK), una enzima que lleva a cabo la 
conversión de dos moléculas de ADP en una molécula de ATP y una molécula 
de adenosín monofosfato (AMP). Esta reacción se encuentra acoplada a la 
catalizada por la mioadenilato desaminasa (MADA), que convierte el AMP 
formado en inosín monofosfato (IMP). 
 
 En los primeros momentos tras el comienzo del ejercicio físico, el ATP puede 
regenerarse a partir de las reservas de fosfocreatina y ADP por acción de la CK. La AK 
es una fuente adicional de regeneración de ATP. El AMP formado en la reacción de la AK 
es desaminado por la MADA con producción de amonio. La MADA al formar parte del 
ciclo de los nucleótidos de purina produce fumarato, que activa el ciclo de Krebs (2).  
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 Cuando el ejercicio continua, la refosforilación de ADP requiere el consumo de 
otros sustratos, que son metabolizados a través de distintas rutas bioquímicas. Estos 
procesos metabólicos son más lentos que la tasa de utilización del ATP durante el 
ejercicio. Consecuentemente, la disponibilidad de sustratos metabólicos y la velocidad a 
la que éstos pueden ser metabolizados son los factores más importantes que limitan el 
ejercicio muscular. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Creatina Creatínfosfato
Creatín quinasa 
GLUCOLISIS
ATP CADENA RESPIRATORIA ADP 
Ejercicio/ATPasa
ADP AMP
Adenilato quinasa
(Mioquinasa) 
AMP desaminasa 
IMP 
NH4+
+ +
CICLO DE LOS 
NUCLEOTIDOS 
DE PURINA 
Fumarato 
Aspartato
CICLO DE 
KREBS 
Glucógeno Ácidos grasos 
ß-OXIDACIÓN GLUCOGENOLISIS 
+ 
GLUCOLISIS AERÓBICA
Figura 1. Rutas metabólicas del músculo esquelético implicadas en la degradación y reposición 
de ATP durante el ejercicio muscular. 
ATP, ADP, AMP: adenosín tri, di y monofosfato, respectivamente. IMP: inosín monofosfato. 
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1.2. Utilización de glúcidos y lípidos durante el ejercicio. 
 Los músculos humanos utilizan carbohidratos y lípidos como fuentes energéticas 
(3). El principal glúcido intracelular es el glucógeno que procede de la glucosa sanguínea. 
Aunque ésta última puede ser utilizada directamente, la mayoría de la glucosa que entra 
en el músculo es convertida previamente en glucógeno. El principal combustible lipídico 
son los ácidos grasos libres (AGL) del plasma, con una pequeña contribución de los 
depósitos de lípidos intracelulares. Los glúcidos pueden metabolizarse de forma aeróbica 
o anaeróbica, mientras que los lípidos únicamente de forma aeróbica. 
 
1.2.1. Metabolismo aeróbico y anaeróbico 
 La fosforilación oxidativa mitocondrial es la fuente cuantitativa más importante de 
energía en el ejercicio (la oxidación mitocondrial de una molécula de glucosa procedente 
del glucógeno proporciona 37 moléculas de ATP mientras que únicamente 3 moléculas 
son generadas mediante la glucolisis anaeróbica). La glucolisis anaeróbica juega un 
papel relativamente menor, limitado principalmente a condiciones de contracción 
isométrica sostenida (cuando la longitud del músculo no se acorta durante la 
contracción), que es una situación dónde el flujo sanguíneo y el aporte de oxígeno a los 
músculos se encuentra reducido drásticamente. Por otra parte, la glucolisis aeróbica es 
una fuente importante de energía, especialmente durante la forma más común de 
ejercicio - el ejercicio dinámico -, tal como andar o correr (1). 
 La fuente de energía utilizada por el músculo durante el metabolismo aeróbico 
depende de varios factores (1,4), siendo los más importantes: el tipo, la intensidad y 
duración del ejercicio, la condición física, y la dieta. 
 En reposo, el músculo utiliza predominantemente ácidos grasos. Alrededor de un 
70% de los requerimientos energéticos en fase de reposo son cubiertos por la oxidación 
de los ácidos grasos de cadena larga (5,6). 
 En el otro extremo del espectro, la energía requerida para un ejercicio de gran 
intensidad intenso, es decir, aquel cercano a la máxima captación de oxígeno (VO2 max) en 
el ejercicio dinámico, o cercano a la máxima generación de fuerza en el ejercicio 
isométrico, procede de la glucolisis anaeróbica (5,7), en particular cuando ocurre un 
cambio repentino de actividad con una aceleración rápida hacia el ejercicio máximo (1). 
Durante el ejercicio submáximo, el tipo de combustible utilizado depende de la 
intensidad relativa del ejercicio (1): 
a) A intensidades bajas, por debajo del 50% de la VO2 max, la fuente principal de 
energía es la glucosa sanguínea y los AGL. 
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b) A intensidades mas altas aumenta la proporción de energía procedente de la 
oxidación de los carbohidratos y el glucógeno se convierte en un combustible 
importante. 
c) A una intensidad relativamente más alta, del 70 al 80% de la VO2 max, el 
metabolismo aeróbico del glucógeno es una fuente energética crucial, de forma 
que la fatiga comienza cuando los depósitos de glucógeno se han agotado (8). 
  
Durante el ejercicio moderado, que corresponde al ejercicio submáximo con tasas 
entre un 40%-60% de la VO2 max, el sustrato metabolizado varía con la duración del 
ejercicio, de forma que se produce un aumento gradual en la utilización de AGL respecto 
a la utilización de glucosa, hasta que en el transcurso de pocas horas, la oxidación de los 
lípidos se convierte en la fuente principal de energía (9). Cuando esto ocurre, el ejercicio 
es totalmente aeróbico, y por tanto la acumulación de lactato y piruvato en sangre 
periférica es mínima; por otra parte, el aumento significativo en la movilización de 
sustratos lipídicos conduce a un incremento de AGL y glicerol en plasma. En esta 
situación, también se produce un aumento de ß-hidroxibutirato, lo que indica un aumento 
de oxidación lipídica en el hígado. Debido a que la disponibilidad de AGL procedentes del 
tejido adiposo es prácticamente ilimitada, una persona normal puede desarrollar un 
ejercicio dinámico moderado durante varias horas (1).  
 Además de la duración y la intensidad del ejercicio, los siguientes factores 
también afectan a la proporción relativa de glucosa y AGL que son utilizados (6): la 
concentración sanguínea de AGL, el flujo sanguíneo muscular, la concentración de 
glucógeno muscular, y el estado de ayuno o ingesta (3). Esta última condición es de gran 
trascendencia, ya que el ayuno prolongado estimula la liberación de ácidos grasos del 
tejido adiposo que conducen en el hígado a la biosíntesis de cuerpos cetónicos, los 
cuales pueden posteriormente ser captados y oxidados por el músculo esquelético. 
 
 
1.3. Alteraciones metabólicas que se manifiestan como intolerancias al ejercicio.  
 Las intolerancias al ejercicio se producen como consecuencia de disfunciones en 
algunas de las enzimas que intervienen en las rutas metabólicas implicadas en la 
obtención de energía necesaria para la contracción muscular.  
 Las enzimopatías que cursan con este síntoma como principal característica 
clínica se pueden clasificar en: 
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a) glucogenosis musculares: principalmente déficit de miofosforilasa (MPL) (1,10,11) y 
déficit de fosfofructoquinasa (PFK) muscular (1,12). Otras glucogenosis musculares 
que cursan con intolerancia al ejercicio son deficiencias en ciertas enzimas de la 
glucolisis distal (déficits de fosfogliceratoquinasa, fosfogliceratomutasa y lactato 
deshidrogenasa) (1), 
b) alteración del transporte mitocondrial de ácidos grasos de cadena larga: déficit de 
carnitina-palmitil transferasa (CPT) II en músculo esquelético (13, 14), 
c) alteración del ciclo de los nucleótidos de purina: déficit de mioadenilato desaminasa 
(15,16), 
d) trastornos en los complejos enzimáticos de la cadena respiratoria mitocondrial que se 
asocian a intolerancia al ejercicio como síntoma prominente (17). 
 
 En esta tesis se abordan los déficits de MPL y PFK dentro de las glucogenosis 
musculares debido a la mayor prevalencia con respecto a las glucogenosis distales (1, 
18). Los déficits de CPT II y de MADA constituyen las enzimopatías asociadas a 
intolerancia al ejercicio más frecuentes en el metabolismo de los ácidos grasos (6) y en el 
ciclo de los nucleótidos de purina (2). Las disfunciones metabólicas de la cadena 
respiratoria que cursan con intolerancia al ejercicio no se tratan en esta tesis al 
considerar que éstas deben enfocarse tanto desde el punto de vista bioquímico como 
genético en el entorno de las denominadas citopatías mitocondriales (19, 20).  
 
2. Deficiencia de glucógeno fosforilasa muscular. Glucogenosis 
tipo V. Enfermedad de McArdle. 
 
2.1. Características y función bioquímica de la glucógeno fosforilasa muscular.  
 En humanos se han identificado tres isoenzimas de la glucógeno fosforilasa ó 1,4-
α-D-glucan:ortofosfato-α-D-glucosil-transferasa (EC 2.4.1.1): hepática (L), muscular (M) o 
miofosforilasa y cerebral (B) (21). La isoenzima M es la única de las tres que se expresa 
en el músculo esquelético maduro, representa el 50 % de la actividad fosforilasa en el 
miocardio y alrededor de un 20-30% en cerebro (22,23). En cultivos de miocitos y en 
fibras musculares regenerativas de pacientes con deficiencia de MPL, se ha demostrado 
la existencia de actividad fosforilasa debida a la presencia de una isoenzima denominada 
“fetal” (24,25) que se expresa en los estados iniciales de la miogénesis. 
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 El glucógeno es un homopolisacárido ramificado de reserva formado por 
moléculas de D-glucosa unidas por enlaces del tipo α(1→4) y α(1→6). Éstos últimos 
están localizados en los puntos de ramificación que se encuentran situados cada 8 a 12 
residuos de glucosa. En humanos, el glucógeno se encuentra almacenado principalmente 
en hígado y músculo. El músculo contiene alrededor de 14 g de glucógeno por Kg de 
tejido. Este valor no varía apenas con el ayuno o una dieta rica en carbohidratos, aunque 
llega a ser cien veces inferior después de realizar un ejercicio prolongado. El glucógeno 
muscular, al contrario que el hepático, constituye una reserva energética para la 
contracción muscular y únicamente puede ser metabolizado por la fibra muscular debido 
a la ausencia de glucosa-6-fosfatasa, la enzima necesaria para liberar glucosa (26). 
 La miofosforilasa, que representa alrededor del 5% de la proteína soluble 
muscular, se encarga de la degradación del glucógeno eliminando las cadenas periféricas 
de la molécula de glucógeno. Su actividad enzimática conduce a la ruptura de los enlaces 
α(1→4) y conlleva la captación de fósforo inorgánico con liberación de glucosa-1-fosfato 
(1) (Fig. 2). La constante de equilibrio de la reacción es de 0,3. En el músculo es 
alrededor de cien veces inferior como consecuencia de la baja concentración de glucosa-
1-fosfato, al ser convertida ésta en glucosa-6-fosfato mediante la acción de la 
fosfoglucomutasa, cuya reacción se encuentra desplazada en un 95% hacia la formación 
de glucosa-6-fosfato. En consecuencia la MPL actúa únicamente en la dirección de 
degradación de glucógeno muscular (26). 
 
 
 
 
 
 
 
 La MPL va degradando las cadenas periféricas del glucógeno hasta que su 
tamaño es de cuatro restos glucosilos en relación a un enlace α(1→6). El polisacárido 
degradado parcialmente resultante de la acción de la MPL se denomina dextrina límite. 
La eliminación de las ramificaciones se efectúa mediante la enzima desramificante o 
amilo-1-6-glucosidasa. La acción conjunta de esta enzima y la MPL permite que el 
polímero sea degradado hasta glucosa-1-fosfato mayoritariamente (≈ 93%) y alguna 
molécula de glucosa (≈ 7%) (1). 
Glucógeno fosforilasa 
Glucógeno(n) + Glucosa-1-P Glucógeno(n+1) + Pi 
Figura 2. Catálisis enzimática de la glucógeno fosforilasa. 
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 La MPL en su forma activa o fosforilasa a, es un dímero (M2) formado por dos 
subunidades idénticas constituidas cada una de ellas por 841 aminoácidos con un peso 
molecular de 97 KDa (23). El centro activo contiene piridoxal fosfato. Es una enzima 
alostérica compleja sujeta a control positivo y negativo, de forma que ligandos 
intracelulares como AMP y glucógeno, activan la enzima favoreciendo la formación del 
confórmero R activo, mientras que glucosa, glucosa-6-P y nucleósidos de purina inhiben 
la actividad estabilizando el confórmero T inactivo (3,27,28). Cada monómero puede ser 
fosforilado covalentemente en el residuo serina-14, lo que convierte la fosforilasa b, que 
es la forma inactiva y homotetramérica de la MPL en la forma a, activa. La activación de 
la fosforilasa es catalizada por la fosforilasa b quinasa, cuya isoenzima muscular está 
formada por cuatro subunidades distintas (αβγδ)4, siendo la subunidad γ la calmodulina 
(26). La unión de cuatro iones calcio a la calmodulina produce la activación de la 
fosforilasa b quinasa. Esta enzima es a su vez regulada por la proteínquinasa 
dependiente de AMP cíclico (Fig. 3). 
 Basándose en la estructura tridimensional de la proteína y en la posiciones de los 
residuos implicados en el centro activo y en los centros reguladores, se ha dividido al 
monómero en dos dominios: el dominio N-terminal (aa 1-482) o dominio “regulador”, que 
contiene la mayoría de los residuos de unión a ligandos, y la mayor parte de los residuos 
que entran en contacto con residuos del otro monómero (residuos de contacto entre 
dímeros), que son esenciales para transmitir los cambios conformacionales entre las 
subunidades tras la unión de un efector; y el dominio C-terminal (aa 483-841) o dominio 
“catalítico” que contiene la mayoría de los residuos del centro activo y los implicados en la 
unión al piridoxal fosfato (28). 
 El AMP es el principal modulador alostérico de la MPL y puede activar la forma 
inactiva b hasta un 80% de su actividad máxima. Esta activación es antagonizada por 
glucosa, glucosa-6-fosfato y ATP. Por otra parte, la fosforilación de la MPL produce una 
pérdida de la regulación AMP/ATP, pero no ocurre del mismo modo con la regulación por 
glucosa, aunque esta situación es de mayor relevancia en el hígado que en el músculo 
(26). Además, el AMP, que es un indicador muy sensible de la disminución del nivel 
energético celular, activa tanto a la fosforilasa b como la ruta glucolítica mediante la 
activación alostérica de la PFK; por tanto, su efecto final es aumentar la disponibilidad de 
glucosa procedente de la degradación del glucógeno para su entrada en la vía glucolítica.  
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ADPATP
Pi 
ADP 
ATP 
PKA 
 (activa) 
PKA  
(inactiva) 
Fosforilasa b quinasa 
(inactiva) 
Fosforilasa b quinasa 
(activa) 
Glucógeno 
sintasa 
(activa) 
Fosforilasa b 
(inactiva) 
Glucógeno 
sintasa 
(inactiva) 
Glucosa-1-P
GLUCOGENO 
Fosforilasa a
(activa) 
SEÑAL FISIOLÓGICA 
Médula adrenal Adrenalina 
Unión Adrenalina-Receptor 
Proteína G-GTP 
PPi → 2 Pi
AMPcATP 
Adenilato 
ciclasa 
 (inactiva) 
Adenilato 
ciclasa 
 (activa) 
Fosfatasa 
Fosfatasa
Figura 3. Mecanismo celular de activación de la degradación del glucógeno 
GTP: guanosín trifosfato, ATP y ADP: adenosín tri y difosfato, respectivamente, AMPc: adenosín monofosfato 
cíclico, PPi: pirofosfato, Pi: fosfato inorgánico, PKA: proteínquinasa dependiente de AMPc. 
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2.2. Expresión clínica 
 En 1951, Brian McArdle (10) describió por primera vez la enfermedad (OMIM: 
232600). La alteración enzimática que causaba la enfermedad se descubrió en 1959 
(29,30). El cuadro clínico más frecuente en pacientes con déficit de MPL se caracteriza 
por los siguientes hallazgos. 
 
2.2.1. Intolerancia al ejercicio. 
 Se manifiesta con mialgia, fatiga prematura y rigidez o debilidad de los músculos 
utilizados, síntomas que disminuyen con el reposo (1,31). El tipo de ejercicio que precipita 
estos síntomas varía según los pacientes, pero en general se debe a dos formas (1): 
ejercicio breve de alta intensidad - contracción isométrica -, tal como empujar un coche 
parado, llevar grandes pesos, esprintar, y ejercicio algo menos intenso pero de mayor 
duración - aeróbico -, como subir por un monte, andar sobre arena, nadar, subir 
escaleras, montar en bicicleta. El ejercicio moderado, tal como andar sobre una calle sin 
desnivel, puede llevarse a cabo sin problemas por la mayoría de los pacientes.  
 Una importante característica de esta enfermedad es el fenómeno de “segunda 
entrada” o “second wind” (32), es decir, si el paciente descansa brevemente cuando 
comienza la mialgia y la rigidez -fase de adaptación-, éste puede continuar el ejercicio 
durante más tiempo -fase de segunda entrada- (31). 
 
2.2.2. Mioglobinuria. 
 Si el paciente excede los límites de ejercicio que le permite esta enfermedad, 
sufrirá calambres dolorosos que pueden llegar a producir mioglobinuria y necrosis 
muscular si el ejercicio es extenuante o prolongado (31,33). Los episodios de 
mioglobinuria no complicados se siguen de una completa recuperación. Si las crisis son 
graves los pacientes pueden desarrollar fracaso renal (en torno a la mitad de los 
pacientes que presentan mioglobinuria (1)). Ya que la mioglobinuria siempre es 
consecuencia del ejercicio y generalmente viene precedida de calambres o mialgias 
como señales de alarma, el número de ataques (alrededor de un 50% de los pacientes 
presentan mioglobinuria (1)) tiende a ser menor que en los pacientes con deficiencia de 
CPT muscular (33). 
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2.2.3. Inicio de los síntomas, edad de diagnóstico y sexo. 
 El comienzo de los primeros síntomas se produce normalmente en la infancia, si 
bien el diagnóstico habitualmente se realiza en la segunda o tercera década de la vida 
debido a que los calambres y la mioglobinuria raramente se producen antes de los 10 
años de edad. El diagnóstico después de los 50 años es raro (1). Alrededor de dos 
tercios de los casos descritos han correspondido a varones.  
 
2.2.4. Variabilidad clínica. 
 En unos cuantos pacientes la presentación clínica está dominada por la debilidad 
muscular permanente que afecta a los músculos proximales más que a los distales. La 
pérdida muscular es rara y solamente se ha observado en pacientes mayores (34,35). 
 También se han descrito casos muy graves con déficit de MPL de presentación 
neonatal (36-38). 
 Debido a que no existen problemas neurológicos en la mayoría de los pacientes 
jóvenes, sus quejas se consideran a menudo como “psicológicas” o mal intencionadas 
(evitar realizar el servicio militar, no realizar ejercicios gimnásticos en el colegio, etc.) 
(39). Tras la obligación a realizar ejercicio en este tipo de lugares, los pacientes pueden 
desembocar en una crisis de mioglobinuria severa. 
 
2.3. Características histológicas del músculo. 
2.3.1. Microscopía óptica y electrónica 
• Tinción de glucógeno. Ácido peryódico de Schiff (PAS). Pueden aparecer 
depósitos subsarcolemales de glucógeno en la periferia de las fibras, aunque 
no se observan en todos los pacientes (39). 
• Existen fibras degenerativas y regenerativas en buena parte de las biopsias 
(40). 
• La microscopía electrónica revela de forma más o menos abundante acúmulos 
subsarcolemales de partículas ß de glucógeno de apariencia normal (39). 
 
2.3.2. Histoquímica. 
 Existe una reacción histoquímica para fosforilasa muscular descrita por Takeuchi y 
Kuriaki (41), que se fundamenta en la elongación de las cadenas periféricas del 
glucógeno endógeno en presencia de glucosa-1-fosfato.  
 En la mayoría de los pacientes no se produce tinción en la fibra muscular, sin 
embargo la tinción es normal en el músculo liso vascular. 
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 Una tinción positiva que daría lugar a resultados equívocos puede producirse en 
alguno de los siguientes casos: 
a) Cuando existe actividad enzimática residual que sea superior a un 3-10% 
(34,42). 
b) Cuando se encuentran fibras regenerativas: la reacción histoquímica se 
produce porque este tipo de fibras musculares inmaduras expresa una 
isoenzima distinta a la isoenzima de fosforilasa del músculo maduro (24, 25), 
aunque en estos casos la tinción positiva para MPL suele observarse en fibras 
que se encuentran dispersadas entre otras fibras con ausencia de tinción. Esta 
situación es más probable cuando la biopsia se practica demasiado pronto tras 
un episodio de mioglobinuria, cuando la regeneración es muy activa (43). 
 
2.4. Laboratorio 
2.4.1. Determinación de creatín quinasa en suero.  
 El aumento de la CK sérica es un marcador de rabdomiolisis. Además de su 
elevación tras un episodio de mioglobinuria, esta enzima se encuentra elevada de forma 
persistente en la mayoría de los pacientes. Esta característica es un hallazgo diferencial 
respecto al déficit de CPT, dónde la CK en periodos intercríticos se encuentra 
habitualmente dentro del intervalo de valores normales (1,44). 
 
2.4.2. Prueba funcional de ejercicio en isquemia en el antebrazo. 
 Fue introducida por McArdle (10) y se fundamenta en que cualquier bloqueo 
metabólico a lo largo de la vía glucogenolítica o glucolítica puede impedir la producción 
de lactato durante la realización de ejercicio en condiciones de isquemia (39).  
 Previa toma de una muestra de sangre en condiciones basales, la prueba consiste 
en situar un esfingomanómetro en el antebrazo del paciente inflándolo por encima de la 
presión arterial; después el paciente comienza a apretar con su mano una esponja u otro 
utensilio para que la aguja marque el máximo. Después de un minuto de ejercicio se 
desinfla y se obtienen muestras sanguíneas a los minutos 1, 3 , 5 y 10.  
 En individuos normales se produce un incremento de las concentraciones de 
lactato en suero de 3 a 5 veces respecto a las basales en las primeras dos muestras, y 
luego disminuye hasta el valor basal. En los pacientes con enfermedad de McArdle no se 
produce aumento de lactato venoso -curva plana-. Es una prueba funcional de gran 
ayuda diagnóstica, aunque no específica de la enfermedad. Existen factores que pueden 
afectarla (1), como (i) la capacidad y buena voluntad del paciente para realizar ejercicio 
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durante el tiempo necesario para estimular la ruta glucogenolítica, (ii) la variabilidad 
preanalítica de la determinación de lactato sérico: se requieren tubos de extracción 
especiales con inhibidores de la glucolisis eritrocitaria y una separación rápida del 
plasma.  
 
2.5. Fisiopatología 
 Existen dos mecanismos fisiopatológicos que son la causa fundamental de la 
intolerancia al ejercicio en esta enfermedad: (i) el bloqueo de la glucolisis anaeróbica 
priva al músculo de la energía necesaria durante el ejercicio isométrico, y (ii) la 
incapacidad para utilizar aeróbicamente el glucógeno, con la correspondiente disminución 
de piruvato y acetil-CoA, impide el ejercicio dinámico por encima de una cierta intensidad 
(alrededor del 50% de VO2 max) (45). 
 El fenómeno de “segunda entrada” parece depender de dos factores: una mayor 
movilización y utilización de ácidos grasos de cadena larga y un aumento del flujo 
sanguíneo en los músculos utilizados durante el ejercicio (32). Además, se puede 
producir un aumento de la concentración de alanina por transaminación del piruvato. En 
el hígado mediante gluconeogénesis se sintetizaría glucosa que tras ser liberada al 
torrente circulatorio sería utilizada por el músculo como sustrato energético - ciclo 
alanina-glucosa -(46). 
 La fatiga prematura aparece posiblemente como resultado de un fallo de la 
excitación muscular y podría ser causada por un acúmulo excesivo de ADP (47). Los 
mecanismos que parecen estar implicados son (48): inhibición de la disociación de ADP 
de la miosina, interacción del ADP con los filamentos delgados incrementando su 
sensibilidad al calcio, y alteración de la función del retículo sarcoplasmático produciendo 
un aumento de la concentración sarcoplasmática de calcio. En un trabajo reciente Haller 
y cols. (49) han demostrado que los niveles de las bombas de Na+-K+-ATPasa 
musculares se encuentran disminuidos respecto a individuos sedentarios sanos, y que 
como consecuencia de ello se produce una aumento del potasio extracelular. Este hecho 
probablemente contribuya al desarrollo de fatiga debido a una fallo en la excitación de la 
membrana sarcoplasmática cuando ocurren tasas altas de estimulación muscular. 
Además, dicho aumento de potasio extracelular podría contribuir a las exageradas 
respuestas cardiopulmonares que suelen producirse en los pacientes con déficit de MPL. 
 Las causas de la contractura y la mioglobinuria son desconocidas. La depleción 
de compuestos de fosfato de alta energía, especialmente ATP, se considera un 
acontecimiento crucial, pero las medidas bioquímicas o de espectroscopía de RMN- P31 
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(50) no han podido demostrar una depleción de ATP en la fatiga prematura o durante 
contracturas inducidas durante el ejercicio isquémico. 
 
2.6. Transmisión genética 
 A pesar del predominio de varones afectados, la enfermedad de McArdle se 
transmite de forma autosómica recesiva. Algunos autores han descrito transmisión 
autosómica dominante (51) en algunas familias. Hay dos posibles mecanismos que 
podrían explicar esta herencia pseudodominante: (i) existencia de pacientes 
heterocigotos en los que la actividad MPL se encuentra entre el 20% y el 50% de la 
actividad normal pero son sintomáticos (52), (ii) presencia de pacientes homocigotos o 
heterocigotos compuestos (individuos que contienen dos mutaciones distintas en cada 
alelo del gen de MPL), en dos generaciones sucesivas que se han producido por 
casualidad o a causa de mutaciones frecuentes (53). 
 
2.7. Genética molecular 
2.7.1. Características del gen PYGM 
 Se conocen tres isoenzimas humanas de la glucógeno fosforilasa: muscular, 
hepática y cerebral, codificadas por tres genes distintos asignados a los cromosomas 
11q13 (54,55), 14 (56) y 10,20 (57), respectivamente. El gen humano que codifica para la 
MPL ha sido clonado y secuenciado (58) y se denomina PYGM. El gen posee 20 exones 
que codifican una media de 41 ± 15 aminoácidos. Los intrones tienen un tamaño que 
varía desde 83 pb del intrón 3 a las 2.400 del 5. La región codificante tiene un tamaño de 
2.523 pb. 
 
2.7.2. ARN mensajero.  
 El ARNm transcrito por PYGM tiene un tamaño de 3,4 Kb (59). Estudios de 
Northern-blot han demostrado que la enfermedad de McArdle es genéticamente 
heterogénea (59-61), de forma que en la biopsia muscular de 21 pacientes, el ARNm 
estaba ausente en 12, disminuido en 4 y era de menor tamaño en uno.  
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Tabla I. Mutaciones en el gen PYGM asociadas con la enfermedad de McArdle. 
 
Ref. Codon 
Localización 
Alteración 
nucleotídica 
Efecto deducido Comentario 
62 0 ATG → CTG Met → Leu Rara 
63 0 ATG → GTG Met → Val Rara 
64 15 G → TT Desplazamiento de 
lectura y proteína 
truncada 
Rara 
53,65 49 CGA → TGA Arg → Stop Común en 
pacientes 
americanos y 
europeos 
66 115 CTG → CCG Leu → Pro Rara 
53 204 GGC → AGC Gly → Ser Varias familias 
67 291 CTG → CCG Leu → Pro Rara 
68 361 TGG → TAG Trp → Stop Rara 
69 396 CTG → CCG Leu → Pro Rara 
70 510 G → deleción Desplazamiento de 
lectura y proteína 
truncada 
Rara 
71 540 GAA → TAA Glu → Stop Rara 
53 542 AAG → ACG Lys → Thr Rara 
63 575 CGA → TGA Arg → Stop Rara 
67 Extremo 5’ 
intrón 14 
g → a Deleción de 67 pb en el 
ARNm, desplazamiento 
de lectura. 
Varias familias 
69 654 GAG → AAG Glu → Lys Rara 
63 665 CAG → GAG Gln → Glu Rara 
72 684 AAC → TAC Asn →Tyr Rara 
63 685 GGG → AGG Gly → Arg Rara 
67 708/709 TTC → deleción Phe → deleción Común en 
pacientes 
japoneses 
73 753 A → deleción  Desplazamiento de 
lectura y proteína 
truncada. 
Rara 
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2.7.2. Mutaciones  
 Lebo y cols. (55) en un estudio de búsqueda de RFLP que sirvieran como 
marcadores de individuos con riesgo, no encontraron grandes deleciones en el gen 
PYGM en los pacientes con enfermedad de McArdle. Si se han encontrado recientemente 
microdeleciones de un nucleótido o de un triplete, así como microinserciones (Tabla I). 
 Mediante análisis de secuenciación del gen PYGM se ha confirmado la existencia 
de una gran heterogeneidad genética en estos pacientes, que ya era sospechada en los 
análisis de Northern. Se han identificado varias mutaciones puntuales (Tabla I). En la 
figura 4 se muestra la localización de las mutaciones en el gen PYGM asociadas con 
déficit de miofosforilasa. 
 
2.7.3.1. Mutación R49X. 
 Es una mutación “sin sentido”. Es la mutación más frecuente en poblaciones de 
origen caucasiano (53,65). Tsujino y cols. (53) estudiaron 40 pacientes con enfermedad 
de McArdle, 38 presentaban déficit bioquímico de miofosforilasa y 2 eran familiares 
sintomáticos. 33 pacientes presentaban los síntomas habituales de la enfermedad. La 
mutación R49X se encontró en homocigosis en 18 pacientes, y en un sólo alelo en 12 
pacientes, de forma que el 75 % de los pacientes presentaban dicha mutación en alguno 
de sus alelos. 6 pacientes resultaron heterocigotos compuestos. En este estudio con tres 
    1            2 3 4       5        6 7     8       9     10   11      12    13     14  15 16       17                    18 19   20 
Figura 4. Localización de las mutaciones descritas en el gen PYGM.
Los rectángulos representan a los exones. Las zonas rosas indican las regiones no traducibles. La mutación más
frecuente en pacientes con déficit de miofosforilasa en color verde. ivs:  intrón; del: deleción. 
M0L 
M0V 
R49X 
E540X
K542T
R575X
L396P
W361X
E654K
Q665E 
N684Y 
G685R 
708/709 delTTC
G204S 
L291P
L115P 
5’ ivs 14 
g → a 
753 delA
510 delG
15 G→TT 
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mutaciones se lograba detectar al 90% de los pacientes con déficit de miofosforilasa 
mediante análisis genético. 
 La mutación R49X implica la traducción de una proteína de tamaño muy reducido. 
El hecho de que esta mutación genere un codon de terminación en el exón 1 podría estar 
relacionado con la ausencia de una proteína enzimática estable en músculo en la 
mayoría de los pacientes (60). La ausencia de ARNm en la mitad de los pacientes (59-61) 
también podría ser consecuencia de esta mutación debido a que ésta, en el trabajo de 
Tsujino y cols. (53), estaba presente en una proporción similar de pacientes. 
 La mutación R49X ha sido estudiada en otros pacientes por el mismo grupo de 
Tsujino (74), de manera que combinando ambas series de pacientes - 72 sujetos - 
encontraron una frecuencia alélica para R49X del 64%. Por otra parte, el análisis 
mutacional de R49X en poblaciones europeas, ha arrojado frecuencias alélicas del 81%, 
56% y 32% en pacientes de origen británico - 16 pacientes estudiados - (65), alemán - 9 
pacientes- (63) y mediterráneo, italianos - 14 pacientes- (75) y españoles - 19 pacientes - 
(76), respectivamente. Estos resultados han sugerido la posible existencia de un 
gradiente decreciente Norte-Sur de esta mutación en Europa.  
 
2.6.3.2. Mutación G204S  
 Es una mutación “de sentido equivocado” que constituye la segunda más 
frecuente en pacientes de origen anglosajón y se ha encontrado únicamente en 
heterocigosis. Este residuo aminoacídico se encuentra involucrado en un dominio de la 
proteína implicado en la unión al glucógeno y en la tetramerización de la enzima (53). 
 
 
3. Deficiencia de fosfofructoquinasa muscular. Glucogenosis tipo 
VII. Enfermedad de Tarui. 
 
3.1. Características y función bioquímica de la fosfofructoquinasa muscular.  
 La enzima fosfofructoquinasa (PFK), también denominada ATP:D-fructosa-6-
fosfato 1-fosfotransferasa o fosfofructoquinasa 1 (EC. 2.7.1.11) cataliza el paso limitante 
de la vía glucolítica. Es un tetrámero formado por la combinación de tres subunidades 
denominadas muscular (M), hepática (L) y plaquetar (P), cada una con un peso molecular 
aproximado de 85 KDa (77). El músculo maduro únicamente expresa la subunidad M, por 
tanto, contiene exclusivamente el homotetramero M4. Por el contrario, los eritrocitos 
expresan tanto la subunidad L como la M, dando lugar a 5 isoenzimas, dos 
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homotetrámeros (L4 y M4) y tres híbridos LxMx (31). Otros tejidos, como el hígado y el 
riñón expresan sólo las subunidades L y P. El monómero M contiene 780 aminoácidos y 
predomina en el corazón y en el cerebro (78). Tanto el músculo inmaduro como el 
músculo no inervado expresan las tres subunidades, representando la isoenzima M4 un 
15 -20% de la actividad total de PFK (79). 
 La PFK utiliza el ion Mg2+ como cofactor y cataliza el paso de la glucolisis que da 
lugar a la formación de fructosa-1,6-difosfato a partir de la fructosa-6-fosfato y consumo 
de una molécula de ATP (Fig. 5). Es una reacción endoergónica (∆G= -4.0 Kcal/mol) y 
prácticamente irreversible (80). 
 
 
 
 
 
  
 
 
 La PFK es una enzima alostérica y su actividad se halla regulada por un gran 
número de efectores negativos como ATP, citrato, Ca2+, fosfoenolpiruvato, 1,3-
difosfoglicerato y palmitato, y de moduladores positivos como fructosa-2,6-difosfato, AMP, 
ADP y fructosa-1,6-difosfato (80).  
 La reacción en dirección a fructosa-6-fosfato la cataliza una enzima distinta (80), 
la fructosa 1,6-difosfatasa que forma parte de la ruta gluconeogénica, una ruta metabólica 
que se encuentra confinada al hígado y a la corteza renal en mamíferos. 
 
3.2. Expresión clínica 
 La deficiencia de PFK (OMIM 232800) fue descrita por primera vez en 1965 por 
Tarui y cols. (81) en varios miembros de una familia japonesa y en 1967 por Layzer y 
cols. (82) en un paciente americano. 
 
3.2.1. Cuadro clínico habitual. 
 La presentación clínica típica de la deficiencia de PFK muscular es indistinguible 
de la enfermedad de McArdle, por tanto el diagnóstico diferencial precisa de la 
demostración del defecto enzimático (31,83) .  
Fructosa-1,6-difosfato Fructosa-6-fosfato 
fosfofructoquinasa 
ATP ADP 
Mg2+ 
Figura 5. Reacción glucolítica catalizada por la fosfofructoquinasa. 
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 Produce intolerancia al ejercicio, especialmente si éste es de tipo isométrico o 
ejercicio aeróbico intenso (1,31). Los episodios de mioglobinuria parece que se producen 
en una menor proporción de pacientes que en el déficit de miofosforilasa, y el fracaso 
renal se ha descrito en un solo caso (83).  El fenómeno de “segunda entrada” se 
manifiesta en algunos pacientes, pero no en todos (31). La intolerancia al ejercicio es 
evidente desde la infancia, aunque el diagnóstico se establece generalmente en la 
adolescencia o en adultos jóvenes (1). 
 
3.2.2. Otras características. 
 Se han descrito algunos casos con presencia de ictericia debido a que en este 
déficit enzimático los eritrocitos tienen alterada la subunidad M, con lo cual se produce 
hemólisis con aumento de reticulocitos en sangre (84), y otros casos con hiperuricemia 
miogénica (85), que en ciertos pacientes se manifiesta como artritis gotosa. 
 La variabilidad clínica es frecuente (31). Existen individuos que presentan 
debilidad fija, sobre todo cuando los síntomas comienzan en la edad madura. Se han 
descrito casos de presentación infantil con síntomas más graves. En otros pacientes la 
enfermedad cursa con anemia hemolítica sin rasgos miopáticos. 
 
3.3. Características histológicas musculares 
3.3.1. Microscopía óptica y electrónica 
 La tinción de glucógeno (PAS) puede demostrar depósitos semejantes a los 
descritos en la glucogenosis V. Una diferencia destacable es que en algunas ocasiones, 
especialmente en pacientes mayores (31), se comprueba la presencia de material 
glucídico anormal en un 2-10% de las fibras. Este material es positivo para PAS y no se 
digiere cuando se aplica diastasa salival (83). 
 En microscopía electrónica se encuentran de forma mas o menos abundante 
acúmulos subsarcolemales de partículas de glucógeno de apariencia normal, y además 
pueden aparecer polisacáridos anormales con formas granulares y filamentosas (31). 
 
3.3.2. Histoquímica. 
 Existe una reacción para fosfofructoquinasa muscular (86), que permite demostrar 
histoquímicamente el defecto enzimático. 
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3.4. Laboratorio  
 La concentración sérica de CK es variable pero se halla elevada de forma 
persistente en los pacientes con la presentación clínica habitual. En la prueba de ejercicio 
en isquemia no se produce un aumento de lactato venoso. La presencia en sangre de 
una reticulocitosis moderada y una concentración elevada de bilirrubina sérica reflejaría la 
alteración hematológica debida al déficit de PFK-M eritrocitaria. Las concentraciones 
séricas de ácido úrico se encuentran elevadas en la mayoría de los pacientes (31). 
 
3.5. Fisiopatología 
3.5.1. Fenómeno “Out of Wind”  
 Los mecanismos fisiopatológicos de la intolerancia al ejercicio son los mismos que 
los que ocurren en la enfermedad de McArdle (31). Esta semejanza fisiopatológica entre 
los dos déficits enzimáticos refuerza el concepto de que la utilización del glucógeno es 
más importante que la utilización de glucosa durante el ejercicio aérobico máximo (87). 
La diferencia más destacable es la incapacidad por parte del músculo deficiente en PFK 
para utilizar glucosa. Por ello, en dicho déficit el músculo depende de la disponibilidad de 
ácidos grasos durante la captación máxima de oxígeno. Este fenómeno se ha estudiado 
(87) induciendo en cuatro pacientes grandes variaciones en los niveles de AGL 
plasmáticos mediante la administración intravenosa de glucosa, el ayuno nocturno y la 
infusión intravenosa de triglicéridos y heparina, observándose que aumentaba la VO2 max 
y la extracción de O2 por el tejido muscular cuando aumentaba la disponibilidad de AGL. 
También se dedujo que la intolerancia al ejercicio empeoraba tras la ingesta de dietas 
ricas en glúcidos, debido a que la glucosa induce una disminución de AGL y cuerpos 
cetónicos en sangre, que son sustratos alternativos utilizados durante el “second wind”. 
Esta característica se ha denominado “out of wind” (Fig. 6). 
 
3.5.2. Fatiga prematura, calambres y mioglobinuria  
 La patogénesis de la fatiga prematura, los calambres y la mioglobinuria aún no se 
conoce. Se ha postulado un papel causal de la fatiga prematura para el ADP, tras 
observar que se acumulaba ADP tanto en pacientes con déficit de PFK muscular como 
con déficit de miofosforilasa, y que únicamente se acumulaba fósforo inorgánico en estos 
últimos y no en los primeros (88,89). 
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3.5.3. Hiperuricemia miogénica 
 La hiperuricemia, que también se manifiesta en algunos pacientes con 
enfermedad de McArdle, se atribuye a una degradación excesiva de nucleótidos de 
purina (85). La elevación de la concentración sanguínea de inosina e hipoxantina es 
seguido de un incremento de la concentración de ácido úrico mediada por el hígado: 
hiperuricemia miogénica (85,88). La administración de glucosa en estos pacientes, 
además de su efecto antilipolítico, produce un aumento adicional de las concentraciones 
plasmáticas de amonio e hipoxantina, agravando su hiperuricemia (88). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
HÍGADO 
Cuerpos 
Cetónicos 
Glucosa 
Glucógeno
Piruvato 
O2
ATP 
ADP + Pi 
CO2 + H2O 
Acetil-CoA AGL 
MÚSCULO 
X
Figura 6. Mecanismo “Out of wind” inducido por glucosa en pacientes con deficiencia de 
fosfofructoquinasa muscular. 
X indica el lugar del bloqueo metabólico en el músculo esquelético debido a déficit de PFK. El aumento de
glucosa plasmática induce una disminución de las concentraciones plasmáticas de AGL, lo que conlleva una
disminución su disponibilidad muscular, así como la de los cuerpos cetónicos. CAT: ciclo de los ácidos
tricarboxílicos. CR: cadena respiratoria mitocondrial. 
CAT + CR 
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3.6. Transmisión genética 
 La enfermedad de Tarui se hereda de manera autosómica recesiva, aunque 
predominan los varones afectados (83). La pseudodominancia propuesta en una familia 
en la cual se manifestó la enfermedad en dos generaciones podría explicarse por la 
presencia de heterocigosis compuesta en dos generaciones sucesivas (90). 
 
3.7. Genética molecular 
3.7.1. Características del gen PFKM 
 Los genes que codifican las subunidades M, L y P de la PFK han sido localizados 
en los cromosomas 11cen→q32 (91), 21q22.3 (92) y 10p (93) respectivamente. 
Recientemente se ha reasignado el gen de la subunidad M, denominado PFKM, al 
cromosoma 12q13 (94) . Este gen ha sido clonado (95) y secuenciado (96), y contiene 24 
exones.  
 
3.7.2. ARNm 
 Se han identificado 3 tipos de ARN mensajeros denominados A, B y C. Los 
transcritos A y B comparten el mismo promotor, que parece ser específico del tejido 
muscular, y se diferencian por “splicing alternativo”. Los dos comienzan la transcripción 
en el exón 2, reteniéndose en el tipo B la secuencia del intrón 2. La transcripción del tipo 
C depende de un segundo promotor que es funcional en una gran variedad de tejidos, 
comenzando la transcripción en el exón 1, y cuyo mecanismo de “splicing” une el exón 1 
con el 4, evitando la transcripción de los exones 2 y 3 (96,97). 
 Si cerebro y corazón expresaran subunidades M diferentes se podría explicar por 
qué dichos órganos no están afectados clínicamente en la deficiencia de PFK, a pesar del 
alto porcentaje de expresión de subunidades M en los mismos (31).  
 
3.7.3. Mutaciones 
 Se han descubierto varias mutaciones en los pacientes con déficit de PFK, 
existiendo una gran variabilidad molecular (98). No existe una mutación prevalente. Una 
gran parte de los pacientes son de origen judío Ashkenazi (31). Las mutaciones descritas 
se han observado en un sólo individuo o familia, siendo mutaciones puntuales o 
microdeleciones (Tabla II). La figura 7 muestra la localización de las mutaciones a lo largo 
del gen PFKM. 
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Tabla II. Alteraciones genéticas del gen PFKM asociadas con la enfermedad de 
Tarui. 
Ref. Codon 
Localización 
Alteración 
nucleotídica 
Efecto deducido Comentario 
99 Extremo 5’ 
del intrón 5 
g → a Deleción del exón 5 
en el ARNm 
Ashkenazi 
100 Extremo 3’ 
del intrón 6 
a → c Deleción de 12 pb y 
15 pb en el ARNm. 
Italianos 
101 Extremo 5’ 
del intrón 13 
g → a  Retención de 155 nt 
del intrón  
Suecos 
102 Extremo 5’ 
del intrón 15 
g → t Deleción de 75 pb en 
el ARNm. 
Familia descrita 
por Tarui 
101 Extremo 5’ 
del intrón 16 
a → g Retención de 65 nt 
del intrón 
Suecos 
103 Extremo 5’ 
del intrón 19 
g → a Deleción del exón 19, 
deleción de 165 pb en 
ARNm 
Japoneses 
100 39 CGA → CCA Arg→ Pro Italianos 
104 39 CGA → CTA Arg→ Leu Ashkenazi 
105 95 CGA → TGA Arg → Stop Ashkenazi 
106 100 CGA → CAA Arg→ Gln Suizo 
106 209 GGC → GAC Asp→ Gly Canadiense 
francófono 
100 543 GAC → GCC Asp→ Ala Italianos 
107 686 TGG → TGT Trp → Cys Japoneses 
106 696 CGT → CAT Arg→ His Suizo 
104 Exón 22 C → Deleción Desplazamiento de 
lectura 
Ashkenazi 
 
 1     2 3              4     5       6   7      8 9 1011              12         13 14     15     16   1718   19       20  21  22 23  24 
D209G
R39L 
R39P R696H
W686C D543A
delC
R95X R100Q 
5’ ivs 19 
g → a 
5’ ivs 15 
g → t 5’ ivs 5 g → a 
5’ ivs 16 
a → g 
5’ ivs 13 
g → a 3’ ivs 6 
a → c 
Figura 7. Localización de las mutaciones del gen PFKM asociadas con enfermedad de Tarui  
Los rectángulos son los exones. Las zonas coloreadas indican las regiones no traducibles. ivs = intrón; del = 
deleción. 
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3.7.3.1. Mutación R39P 
 Está mutación (100) se ha encontrado en un paciente de origen italiano que 
presentaba un doble fallo genético, un déficit de PFK asociado a homocigosis de esta 
mutación y un déficit de MADA asociado a una mutación común (Q12X) también en 
homocigosis (108). 
 
4. Deficiencia de mioadenilato desaminasa  
 
4.1. Características y función bioquímica de la mioadenilato desaminasa 
 La mioadenilato desaminasa (MADA) (EC 3.5.4.6) es la isoenzima específica 
muscular de la enzima AMP desaminasa (AMPD). Otras isoenzimas de la AMPD son la 
hepática (L) y las eritrocitarias (E1 y E2) (109). Parece existir un isoenzima fetal de MADA 
según un estudio de maduración de células musculares en cultivo (110). 
 La MADA es un homotetramero que contiene zinc y cuyas subunidades poseen 
747 aminoácidos con un peso molecular de 60 a 70 KDa (16). La MADA forma parte del 
ciclo de los nucleótidos de purina (Fig. 1) y cataliza la desaminación de 5’-AMP a 5’- 
inosín monofosfato (5’-IMP) con producción de ion amonio (Fig. 8) (111). 
 Es una enzima alostérica regulada por diversos efectores como adenina, guanina, 
fluoruro, fosfatos y polifosfatos, heparina, pH, potasio, poliaminas y alanina (16). Se 
conocen dos hechos que sugieren que la MADA es un paso limitante en el catabolismo 
de los nucleótidos de adenina: el 95% de inhibición por GTP en reposo y la resíntesis de 
AMP en el ciclo de los nucleótidos púricos (112, 113). 
 El músculo esquelético posee una actividad de MADA diez veces mayor que otros 
tejidos (114), dato que avala la relevancia de esta enzima en el metabolismo energético 
muscular, por lo que su función bioquímica hay que encuadrarla en el ámbito del ejercicio 
muscular. Durante el ejercicio el ATP es degradado a ADP. La enzima mioquinasa ó 
adenilato quinasa reconvierte dos moléculas de ADP de nuevo a ATP con formación de 
AMP (111). Para mantener la carga energética muscular a un nivel elevado (115) y para 
desplazar la reacción de la mioquinasa hacia la formación de ATP, el AMP formado es 
eliminado del medio mediante la reacción catalizada por la MADA (Fig. 8). Su función 
fisiológica debe situarse, probablemente, en el momento en el cuál el aporte local de 
oxígeno sea insuficiente para mantener la síntesis de ATP a través de la fosforilación 
oxidativa mitocondrial (16). 
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La MADA, como parte integrante del ciclo de los nucleótidos de purina, interviene 
en la biosíntesis de fumarato a partir del aminoácido aspartato, alimentando de sustratos 
al ciclo de Krebs, y por tanto, contribuyendo a la regeneración de ATP (11). Se han 
descrito otras posibles funciones para este ciclo metabólico (114): regulación de los 
niveles relativos de nucleótidos púricos, desaminación de aminoácidos, regulación de la 
ruta glucolítica mediante la formación de amonio y AMP, debido a que el AMP es un 
activador tanto de la MPL como de la PFK y a que el amonio formado podría tamponar la 
acidez del lactato acumulado. 
 
4.2. Expresión clínica 
 El déficit enzimático de MADA (OMIM 102770) fue descrito por primera vez en 
1978 por Fishbein y cols. (15) en pacientes con síntomas musculares inducidos por el 
ejercicio. 
 
4.2.1. Cuadro clínico 
 La forma clínica habitual de la deficiencia de MADA consiste en una miopatía 
metabólica que incluye síntomas relacionados con intolerancia al ejercicio tales como 
fatiga prematura, dolor muscular y/o calambres (16, 111). Alrededor del 90% de los casos 
citados en la literatura presentan estas características (116), sin embargo, no representan 
a todos los pacientes. 
 
4.2.2. Comienzo de los síntomas 
 La edad de inicio de los síntomas es variable. Puede decirse que éstos pueden 
comenzar en la infancia, en la adolescencia, en jóvenes adultos y en la cuarta-quinta 
década de la vida, repartiéndose cada grupo el 25% de los casos (116).  
 
 
 ADP
ADP ATP 
Adenilato quinasa 
AMP IMP + NH4+ 
AMP desaminasa 
Figura 8. Acoplamiento entre las reacciones catalizadas por AK y MADA. 
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4.2.3. Variabilidad clínica 
 No todos los estudios han encontrado correlación entre los síntomas inducidos por 
el ejercicio y la deficiencia de MADA, sino que existe una gran variabilidad clínica (117). 
Por otra parte, se han observado individuos en algunas familias que siendo asintomáticos 
no presentaban actividad MADA (111). La diferente expresión sintomática y el amplio 
rango de la edad de comienzo suscitó dudas sobre el carácter patológico de este déficit 
(117-120). Parte de esta controversia puede deberse a la alta prevalencia de este déficit. 
Se ha confirmado la presencia de déficit de MADA en alrededor del 2% de las biopsias 
musculares que se admiten para examen histológico (116) y además se ha observado 
déficit de MADA en torno a un 2% de la población sana (121,122). Por otro lado, esta 
alteración metabólica se ha encontrado asociada a otras deficiencias enzimáticas 
musculares relacionadas con intolerancia al ejercicio tales como déficit de miofosforilasa 
(123), déficit de fosfofructoquinasa (108) y deficiencia de CPT muscular (124), lo cual 
contribuiría a la distinta presentación clínica. 
 
A causa de esta heterogeneidad clínica (125,126), se considera que la deficiencia 
de mioadenilato desaminasa es transmitida de forma autosómica recesiva, exhibiendo 
penetrancia variable en la expresión fenotípica de mialgia relacionada con el ejercicio. De 
esta manera, se ha propuesto que pueden ocurrir tres formas clínicas de esta deficiencia 
(126): 
(i) déficit de MADA congénito sintomático: pacientes con deficiencia histoquímica y/o 
bioquímica de MADA con mialgia relacionada con el ejercicio en los que no se 
conocen otras anomalías neurológicas, patológicas o bioquímicas, 
(ii) déficit de MADA adquirido: pacientes con deficiencia histoquímica y/o bioquímica de 
MADA, que puede ser parcial, y que presentan una enfermedad neuromuscular 
primaria causante de su fenotipo principal, y 
(iii)déficit de MADA congénito coincidente: pacientes con deficiencia histoquímica y/o 
bioquímica de MADA en los cuales existe otra enfermedad metabólica 
concomitante, como p. ej. déficit de miofosforilasa. 
 
4.3. Histología muscular 
4.3.1. Microscopía óptica y electrónica 
La observación microscópica del tejido muscular suele ser normal o contener 
cambios mínimos inespecíficos (16). 
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4.3.2. Histoquímica. 
 La tinción histoenzimática para la adenilato desaminasa basada en el uso de sales 
de tetrazolio y puesta a punto por Fishbein y cols. en 1981 (127), parece ser un indicador 
muy fiable y útil en el diagnóstico de déficit de MADA (16); esto último es debido a que los 
métodos de determinación de la actividad enzimática en tejido muscular son poco 
específicos o muy laboriosos (128). 
 
4.4. Laboratorio 
4.4.1. Determinación de creatín quinasa en suero.  
 Alrededor de la mitad de los casos presentan aumentos moderados de esta 
enzima (16). 
 
4.4.2. Prueba funcional de ejercicio en isquemia. Relación lactato-amonio. 
 Esta prueba fue introducida en la clínica por Fishbein con la primera descripción 
de la enfermedad (15). Se fundamenta en el hecho de que la producción de amonio 
muscular durante el ejercicio se encuentra drásticamente disminuida en condiciones de 
isquemia como consecuencia de la inactividad de la MADA. Se suele determinar 
simultáneamente la concentración de lactato como indicador del grado de isquemia 
alcanzado durante la prueba (16).  
 Algunos autores utilizan la relación entre el aumento de ion amonio y el aumento 
de lactato en suero durante la prueba (16,129). En los individuos normales el incremento 
de amonio es superior al 1,5% respecto al aumento de lactato, por el contrario, en los 
pacientes con déficit de MADA este incremento relativo se sitúa por debajo del 0.4% (16). 
 
4.5. Fisiopatología 
 Actualmente, las bases metabólicas que causan los síntomas no son del todo 
comprendidas. En un principio (130) se propuso que el defecto enzimático provocaba un 
aumento de AMP en los miocitos durante el ejercicio, con la consiguiente desfosforilación 
de esta molécula a adenosina. Como se conocía que la adenosina puede difundir 
fácilmente a través de las membranas celulares, era de esperar que los pacientes con 
deficiencia de MADA tuvieran una depleción de nucleótidos de adenina. 
 Estudios posteriores han ofrecido resultados contradictorios. Se ha visto que 
durante el ejercicio, en pacientes con déficit de MADA, las células musculares no pierden 
más nucleótidos de adenina que las células musculares de controles sanos (131,132). 
Por otra parte, se ha observado que como consecuencia de los síntomas, los pacientes 
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tienen que interrumpir el ejercicio antes que los controles, y sin embargo los primeros 
degradan más creatín-fosfato y más ATP que los últimos. Por tanto, la explicación 
fisiopatológica más probable de los síntomas es una disminución de la producción de 
energía que además puede ser, al menos en parte, debida a la falta de síntesis de 
fumarato durante el ejercicio (111). 
 
4.6. Transmisión genética 
 El déficit enzimático congénito parece transmitirse de forma autosómica recesiva 
(133), y muestra penetrancia variable del fenotipo de mialgia relacionada con el ejercicio 
(126). 
 
4.7. Genética molecular 
4.7.1. Características del gen AMPD1. 
 En humanos existen al menos cuatro isoformas de AMP desaminasa: la isoforma 
M en el músculo esquelético, la isoforma L en el hígado y las isoformas E1 y E2 en los 
eritrocitos. La isoforma M está codificada por el gen denominado AMPD1 localizado en el 
cromosoma 1p21-p23 (134), y las isoformas hepática y eritrocitarias son codificadas por 
los genes AMPD2 (135,136) y AMPD3 (137,138), respectivamente. 
 El gen AMPD1 tiene un tamaño aproximado de 20 Kb y contiene 16 exones con 
un tamaño entre 101 y 220 pb, a excepción del llamado “miniexón” 2 que posee 
únicamente 12 nucleótidos. El tamaño de los intrones varía de 159 pb del intrón 14 hasta 
varias kilobases (139).  
 El gen AMPD1 se expresa marcadamente en músculo esquelético de rata, 
mientras que AMPD2 se expresa predominantemente en tejidos no musculares y en el 
músculo liso, músculo embrionario y mioblastos indiferenciados. Ambos genes se 
expresan en el músculo cardíaco (135). 
 
4.7.2. ARNm.  
 El gen AMPD1 produce dos tipos de transcritos en el músculo esquelético adulto: 
un transcrito denominado “normal” y un ARNm “alternativo” que se sintetiza al ser 
eliminado el miniexón 2 durante el mecanismo de “splicing” (139). Sin embargo, ambos 
transcritos codifican una proteína funcional. El ARNm “alternativo” parece representar 
entre el 0,6% y el 2% de todos los transcritos de AMPD1, porcentaje aún mayor durante 
la diferenciación in vitro de miocitos humanos. 
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 Analizando el ARNm en 9 pacientes con deficiencia de MADA se midió una 
cantidad normal de transcrito de AMPD1 (140). 
 
4.7.3. Mutaciones 
 Hasta ahora únicamente se ha identificado una alteración molecular asociada a 
déficit de MADA (141). Dicha alteración es una mutación “sin sentido” (Q12X). 
 
4.7.3.1. Mutación Q12X. 
  En 1992, Morisaki y cols. (141) analizaron 11 pacientes con deficiencia de MADA 
que no estaban relacionados entre sí. Todos ellos resultaron ser homocigotos para un 
mismo alelo mutante caracterizado por dos transiciones C→T, una en la posición 
nucleotídica 34 en el exón 2 que conlleva el cambio de un residuo de glutamina (CAA) 
por un triplete de terminación (TAA) en el codon número 12, y otra situada en el 
nucleótido 143 del exón 3 y produce la sustitución de prolina por leucina el aminoácido 
48. La alteración Q12X predice la biosíntesis de una proteína de tamaño muy reducido, 
presunción que es consistente con la ausencia de proteína inmunorreactiva en el músculo 
de esos pacientes (141). Por otra parte, en este mismo trabajo se observó el alelo 
mutante en el 12 % de la población caucasiana y en el 19% de la población de afro-
americanos, mientras que no la poseían ninguno de los 106 japoneses estudiados, de lo 
que se concluyó que dicho alelo era lo suficientemente frecuente como para relacionarse 
con la ya conocida incidencia del 2% de déficits de MADA en biopsias musculares. 
 Morisaki y cols. (139) en un trabajo posterior intentan explicar por qué la mutación 
Q12X puede no causar síntomas en algunos individuos que la presentan en homocigosis, 
afirmando que la síntesis del ARNm “alternativo” que elimina el exón 2 y que produce una 
proteína funcional, puede producir lo que llamaron un “rescate fenotípico”. 
 En un estudio reciente (142) en la población alemana se ha encontrado la misma 
frecuencia de este alelo mutante tanto en la población general, como en pacientes con 
síntomas neuromusculares (déficit adquirido), llegando a la conclusión de que la 
deficiencia de MADA es una variante genética inocua, hecho que ha alimentado la 
controversia sobre las consecuencias patogénicas del déficit de MADA (143,144). 
 Con todo ello, en una revisión reciente Sabina (126) propone de nuevo la 
clasificación fenotípica de la deficiencia de MADA basándose en datos genético-
moleculares. Así tendríamos que en un déficit congénito sintomático el paciente debería 
ser homocigoto para la mutación Q12X o heterocigoto compuesto para mutaciones aún 
desconocidas. Un déficit adquirido estaría formado por una enfermedad primaria 
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muscular y el paciente presentaría una mutación en el gen AMPD1 al menos en uno de 
sus alelos. Un déficit congénito coincidente estaría representado por un paciente en el 
que existe homocigosis mutante para AMPD1 y una alteración metabólica “coincidente” 
con base genético-molecular demostrada (p. ej. paciente con la mutación Q12X-AMPD1 
en homocigosis junto la mutación R49X-PYGM en homocigosis, es lo que se denomina 
“doble problema genético”). 
 
5. Deficiencia de carnitina-palmitil transferasa muscular 
 
5.1. Características y función bioquímica de la carnitina-palmitil transferasa 
muscular 
 La carnitina-palmitil transferasa (EC 2.3.1.2) mitocondrial también denominada 
Palmitil-CoA: L-carnitina O-palmitiltransferasa es un sistema enzimático compuesto por 
dos enzimas: la CPT I que se encuentra unida a la membrana externa mitocondrial y la 
CPT II que está localizada en la membrana interna mitocondrial (145,146). Este sistema, 
junto a la enzima acil-CoA de cadena larga sintetasa (ACS) o tioquinasa de la membrana 
externa (147) y a la carnitina acil-carnitina translocasa (CATR) de la membrana interna 
(148), es el encargado de transportar los ácidos grasos de cadena larga (AGCL) 
citoplasmáticos hacia la matriz mitocondrial, dónde son oxidados hasta acetil-CoA en el 
proceso cíclico de la ß-oxidación (149). Los ácidos grasos de cadena media y corta 
pueden ser transportados directamente a través de las membranas mitocondriales sin la 
intervención de este sistema enzimático. 
 El cometido de la ACS es la activación de los AGCL, para lo que requiere ATP y 
coenzima A (CoA). La reacción libera AMP y un enlace pirofosfato, lo cual facilita el 
desplazamiento de la misma hacia la derecha, haciéndola prácticamente irreversible en el 
sentido de activación de los AGCL (Fig. 9). 
 
 
 
 
 
 Una vez activados, los AGCL que no son capaces de atravesar la membrana 
mitocondrial interna (150), son convertidos en ésteres de L-carnitina (acil-carnitina) en la 
reacción catalizada por la CPT I, liberando CoA en el citosol (151). Las acil-carnitinas 
atraviesan la membrana interna mitocondrial mediante un proceso de intercambio con L-
R-CO-S-CoA + HS-CoA + AMP + PPi R-COOH + HS-CoA + ATP acil-CoA sintetasa
Figura 9. Activación de los ácidos grasos a ésteres de coenzima A por la ACS. 
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carnitina catalizado por la CATR (148,152). En el interior de la mitocondria las acil-
carnitinas son reconvertidas a ésteres de CoA (acil-CoA) mediante la acción de la 
transferasa de la membrana interna, CPT II, con utilización de CoA intramitocondrial y 
liberación de L-carnitina. La disponibilidad de CoA intramitocondrial en esta reacción y en 
otras como la del complejo piruvato deshidrogenasa y la de la deshidrogenasa de los 
ceto-ácidos de cadena ramificada, se encuentra controlada por la carnitina-acetil 
transferasa (CAT) (153). Esta enzima regula la relación CoA/acetil-CoA intramitocondrial 
mediante la liberación extramitocondrial de ésteres de carnitina (Fig. 10). 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ACS  
ESPACIO 
INTERMEMBRANA
MEMBRANA 
INTERNA 
MEMBRANA 
EXTERNA 
CITOSOL
ACIL-CoA 
ACIL-CoA
ACIL-CoA
AMP + PPi ATP + CoA 
AGCL 
CPT II 
ACIL-CARNITINA 
ACIL-CARNITINA
CARNITINA 
CARNITINA
CARNITINA
CARNITINA 
CARNITINA
ACETIL-CARNITINA 
ACETIL-CARNITINA
CICLO DEL ACIDO CITRICO 
MATRIZ
ß-OXIDACION 
CoA 
CoA
ACETIL-CoA 
CAT 
CPT I
CATR 
Figura 10. Organización mitocondrial del sistema carnitina-palmitil transferasa. 
Las reacciones catalizadas por CPT I, CPT II, CAT y CATR son reversibles y la translocasa es capaz de introducir y
exportar carnitina libre y ésteres de carnitina de cadena corta, media y larga a través de la membrana interna
mitocondrial. ACS: acilCoA sintetasa; AGCL: ácido graso de cadena larga; CAT: carnitina-acetil transferasa; CATR:
carnitina-acilcarnitina translocasa; CPT: carnitina-palmitil transferasa. 
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La CPT I se encuentra unida fuertemente a la membrana externa y es liberada de 
ella en forma inactiva cuando se utilizan detergentes fuertes. Esto ha sido una de las 
causas de su difícil aislamiento y del debate que se ha generado en relación a su 
localización subcelular. Por el contrario, la CPT II se encuentra débilmente unida a la 
membrana interna y es liberada en forma activa con el uso de detergentes (154,155). 
 Otra característica destacable que diferencia a las dos enzimas es la inhibición 
que ejerce el malonil-CoA sobre la CPT I y no sobre la CPT II (156). La biosíntesis de 
malonil-CoA se realiza por carboxilación de una molécula de acetil-CoA mediante la 
acción de la acetil-CoA carboxilasa (ACC) y la utilización de ATP, en el primer paso de la 
ruta biosintética de los ácidos grasos (157). En tejidos como el hígado dónde la síntesis y 
la degradación de ácidos grasos están controladas por la ingesta, el malonil-CoA podría 
ser el principal regulador de estos procesos. Así, en el ayuno y en otros estados cetóticos 
se produce una disminución de la relación insulina/glucagón que estimula los procesos 
catabólicos, lo que conlleva a un incremento de la síntesis de citrato. Éste al ser un 
inhibidor alostérico de la ACC disminuye la síntesis de malonil-CoA desapareciendo la 
inhibición sobre CPT I que trae consigo un incremento en la oxidación intramitocondrial 
de ácidos grasos. Por el contrario, en situaciones de ingesta, el aumento de insulina 
estimula la lipogénesis, y la ACC biosintetiza malonil-CoA que ejercerá simultáneamente 
como sustrato lipogénico y como inhibidor de CPT I, logrando que los acil-CoA 
sintetizados no sean de nuevo reoxidados, sino posteriormente esterificados en 
triglicéridos para formar parte de las VLDL hepáticas que serán exportadas hasta el tejido 
adiposo para su almacenamiento (157,158) (Fig. 11). Además del control de la CPT I 
hepática por malonil-CoA, también parece existir una menor sensibilidad a éste por CPT I 
en condiciones que favorecen la oxidación y la formación de cuerpos cetónicos (159). 
 En tejidos no lipogénicos como corazón y músculo esquelético también existe 
actividad ACC y las concentraciones de malonil-CoA varían con la ingesta, lo cual resulta 
en cierto modo sorprendente. En el tejido cardíaco la síntesis de malonil-CoA está 
determinada principalmente por la disponibilidad de acetil-CoA lo que indicaría un papel 
para el malonil-CoA como inhibidor de la CPT I más que como sustrato lipogénico (160). 
La función del malonil-CoA en el músculo esquelético es aún desconocida (157). 
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 Además de las dos enzimas mitocondriales de la CPT existen actividades CPT en 
otros organelos subcelulares (161), tal como se indica en la tabla III.  
 La CPT I presenta isoformas histoespecíficas. Existe una forma hepática, L-CPT I 
(773 aminoácidos), y una proteína tipo muscular, M-CPT I (772 aminoácidos) (162-164), 
que son codificadas por dos genes distintos localizados en distintos cromosomas, 11q13 
(162, 165) y 22q13.3 (165, 166) respectivamente. Aunque poseen el mismo peso 
molecular, 88 KDa, sus características cinéticas y su expresión tisular son diferentes 
(167) (Tabla IV). El músculo cardíaco contiene actividad CPT I con características 
cinéticas intermedias entre estas dos isoformas, debido a que, aunque expresa 
predominantemente la isoenzima muscular (168), posee la suficiente expresión de la 
VLDL
ACIL-CoACARNITINA 
TRIGLICERIDO 
GLICEROL-3P 
ACIDO GRASO 
INSULINA
ACC 
MALONIL-CoA CPT I 
ACETIL-CoA 
ACETIL-CoA 
GLUCOSA 
ACIL-CARNITINA 
PIRUVATO CITRATO 
CUERPOS CETONICOS 
+ 
Figura 11. Interrelación entre la síntesis y la oxidación de los ácidos grasos en el hígado. 
Papel del malonil-CoA.  
Las flechas azules indican rutas biosintéticas y las púrpuras oxidativas. La flecha intermitente y la caja indican la 
inhibición del malonil-CoA. ACC: acetil-CoA carboxilasa. CPT: carnitina-palmitil transferasa. 
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forma hepática como para afectar sus parámetros cinéticos (169). En el período neonatal 
de la rata se ha observado una alta expresión de L-CPT I en miocardio, declinando 
posteriormente, a la vez que se produce un aumento de carnitina tisular. Este proceso 
sugiere que la menor Km para carnitina de la L-CPT I podría facilitar la oxidación de los 
AGCL en neonatos (170). Mediante estudios de Northern-blot (157) se ha demostrado 
que la L-CPT I es la principal o única isoforma que se expresa en riñón, pulmón, bazo, 
intestino, ovario y páncreas exo y endocrino, mientras que la M-CPT I predomina en 
testículos. Los fibroblastos humanos son células de elección en el diagnóstico de 
deficiencias de L-CPT- I debido a que solamente expresan la isoforma L (163). 
 
 
 
Tabla III. Nomenclatura y características de las CPTs. 
 
Nombre Otros nombres Inhibición 
Malonil-CoA 
Localización 
subcelular 
PM 
(KDa)*
     
CPT71 CPT II, CPTi, CPT-B No Membrana interna 
mitocondrial 
71.5 
L-CPT88 CPTo, CPT-1A, L-CPT I Si Membrana externa 
de mitocondria 
hepática 
88.5 
H-CPT88 CPTo, CPT-1B, M-CPT I Si Membrana externa 
de mitocondria 
cardíaca 
88.2 
CPT54 CPT microsomal soluble, 
GRP58, ERp61 
No Lumen microsomal 54.2 
CPT70 Carnitina-octanil transferasa, 
COT, CPT peroxisomal 
soluble 
No Matriz peroxisomal 70.3 
CPT88P? CPT de peroxisomas 
hepáticos unida a membrana
Si Membrana 
peroxisomal 
 
CPT-47? CPT de microsomas 
hepáticos unida a membrana
Si Membrana 
microsomal 
 
     
* Peso molecular deducido a partir de la secuencia derivada de ADNc para la proteína 
madura 
? indica probable 
 
 La CPT II es un homotetramero que no parece presentar isoformas 
histoespecíficas. El clonaje de su ADNc revela la síntesis de una estructura monomérica 
de 658 aminoácidos que contiene una secuencia amino terminal de 25 aminoácidos 
(péptido señal) que es liberada durante su incorporación a la membrana interna 
mitocondrial para producir una proteína madura de 71 KDa (CPT71) (171-173). Está 
codificada por un único gen situado en el cromosoma 1p32 (171,174). Algunos estudios 
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(175) sugieren que el residuo de histidina en la posición 372 está involucrado en el sitio 
activo de la CPT II, de forma que dicho residuo desprotonaría el grupo hidroxilo de la 
carnitina facilitando el ataque nucleofílico de ésta sobre el grupo carbonilo de la molécula 
de acil-CoA. 
 Los cuadros clínicos de intolerancia al ejercicio debidos a deficiencia de CPT son 
causados por una actividad disminuida de CPT II muscular (14, 147, 176). 
 
Tabla IV. Características de las CPTs mitocondriales 
 L-CPT I M-CPT I CPT II 
Peso molecular (KDa) 88 88 71 
CI50 Malonil-CoA (µM) 2.5 0.03  
Km Carnitina (µM) 30 500 120 
ARNm (Kb) 4.7 3 3 
Locus cromosómico 
humano 
 
11q13 
 
22q13.3 
 
1p32 
    
Expresión tisular    
 Hígado ++++ - + 
 Músculo esquelético traza ++++ + 
 Corazón + +++ + 
 Fibroblastos  ++++ - + 
    
Deficiencia humana 
descrita 
 
si 
 
no 
 
si 
 
 
5.2. Expresión clínica 
 En 1973, DiMauro y Melis-DiMauro (13) describen por primera vez un paciente 
con deficiencia muscular de CPT. Actualmente, se acepta que el fenotipo adulto (OMIM 
600650) de esta enfermedad es debido a un déficit de la isoenzima CPT II (14,147,176), 
siendo éste el trastorno más común del metabolismo lipídico que afecta al músculo 
esquelético, del que se han descrito más de 100 pacientes (176). 
 
5.2.1. Intolerancia al ejercicio. 
 Se manifiesta por ataques recurrentes de mialgias, calambres, rigidez muscular y 
desarrollo de debilidad. En los periodos intercríticos los pacientes son asintomáticos 
(176).  El tipo de ejercicio que precipita estos síntomas, en general, es de larga duración 
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y moderada intensidad tal como correr o andar largas distancias, subir montañas, 
practicar juegos de pelota, bipedestación prolongada, etc. Estos pacientes pueden 
realizar ejercicios de alta intensidad y de corta duración sin problemas (14).  
 
5.2.2. Mioglobinuria 
 La presencia de mioglobinuria es más frecuente en esta patología que en otras 
deficiencias enzimáticas asociadas con intolerancia al ejercicio (33,44).  Al contrario que 
en otras miopatías metabólicas musculares como las glucogenosis, estos pacientes no 
suelen experimentar intolerancia al ejercicio, es decir, no tienen señales de alarma del 
tipo mialgia y calambres que les obliguen a detener el ejercicio (no muestran el fenómeno 
de “segunda entrada”). Cuando sufren una crisis metabólica ya se ha desencadenado la 
rabdomiolisis y la eliminación de mioglobina en orina, con peligro de fracaso renal agudo. 
Otra característica importante es que cuando se ha iniciado el ataque, éste ya no puede 
ser abortado mediante el reposo (14). 
  
5.2.3. Otros agentes precipitantes de las crisis 
 Otras causas que desencadenan los ataques de rabdomiolisis son ayuno, 
exposición al frío, alta ingestión de grasas, infecciones virales, fiebre, anestesia general y 
estrés emocional. Algunas veces no se ha podido conocer el agente causal de la 
rabdomiolisis (14,176). 
 
5.2.4. Sexo, inicio de los síntomas y edad de diagnóstico 
 Alrededor del 80% de los pacientes descritos son varones, probablemente debido 
a factores ambientales y hormonales que influyen en la expresión de la enfermedad 
(176). En la mayoría de los casos los primeros síntomas intermitentes comienzan durante 
la primera y segunda década de la vida. Sin embargo, el diagnóstico generalmente se 
establece en la segunda década (44). 
 
5.2.5. Variabilidad clínica 
  Se han descrito diferentes fenotipos de déficit de CPT II, aparte del tipo muscular 
típico que es el más frecuente. Se han observado casos de presentación neonatal letal 
con miopatía (177), casos con hipoglucemia hipocetótica, cardiomegalia y muerte 
repentina (178,179) en neonatos, pancreatitis recurrente (180), displasia renal y cerebral 
(181). Hoy día, se han establecido dos fenotipos causados por déficit de CPT II (182): 
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neonatal-infantil y miopático adulto, siendo el último el que forma parte de las 
intolerancias metabólicas al ejercicio y el que es abordado en esta tesis. 
 
5.3. Características histológicas del músculo. 
5.3.1 Microscopía óptica y electrónica 
 Los especímenes obtenidos varios meses después de un ataque de mioglobinuria 
son normales (14). En una minoría de pacientes pueden encontrarse depósitos lipídicos, 
al contrario de lo que ocurre en los pacientes con déficit de carnitina (44). Los 
especímenes recogidos durante el ataque son también normales, aunque pueden 
presentar cambios miopáticos inespecíficos y fibras necróticas aisladas (14,183). 
 
5.3.2. Histoquímica 
 Actualmente, no se dispone de ninguna tinción histoquímica para CPT. 
 
5.4. Laboratorio 
5.4.1. Creatín quinasa y carnitina 
 La CK en suero sólo se encuentra elevada durante los ataques de mioglobinuria y 
es normal durante los periodos intercríticos, aunque el ayuno prolongado o el ejercicio 
pueden elevar la CK en algunos pacientes (14). 
 La carnitina sérica y muscular es normal en la mayoría de los pacientes con el 
fenotipo adulto, aunque se han vistos casos con disminución del contenido muscular de 
carnitina (14). En otros fenotipos, como el neonatal, se ha mostrado una disminución de 
la concentración sérica de carnitina (179). 
 
5.4.2. Prueba de ejercicio en isquemia 
  Durante esta prueba el aumento de lactato y de amonio se encuentran dentro de 
sus intervalos normales en todos los pacientes (44). 
 
5.5. Fisiopatología 
5.5.1. Intolerancia al ejercicio 
 A partir de los conocimientos de la utilización de sustratos metabólicos durante el 
ejercicio, puede explicarse por qué estos pacientes presentan intolerancia al ejercicio de 
larga duración y moderada intensidad. Transcurridas entre 1 y 4 horas desde el inicio de 
este tipo de ejercicio comienza un desplazamiento gradual en el uso del combustible 
muscular desde glucosa y glucógeno a ácidos grasos, aumentando la captación muscular 
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de estos últimos hasta un 70% y duplicando la contribución relativa al consumo de 
oxígeno de los ácidos grasos respecto a la de glucosa (5,14). Durante el ayuno y el 
ejercicio prolongado las concentraciones de AGL en el músculo se duplican, y también se 
produce una disminución de las concentraciones de malonil-CoA muscular. Esto último 
probablemente representa una regulación a corto plazo de la CPT y contribuye al 
desplazamiento de la utilización de glucosa a ácidos grasos (167). 
 
5.5.2. Diferencias con la deficiencia primaria de carnitina 
 Aunque en ambos déficits se altera la oxidación de los ácidos grasos, en el déficit 
de CPT no suele existir acúmulo de lípidos en el músculo y se produce mioglobinuria sin 
debilidad muscular, al contrario de lo que ocurre en la deficiencia de carnitina. El hecho 
de que en la deficiencia de CPT su actividad total sea normal e inhibida anormalmente 
por su sustrato y su producto, así como el carácter intermitente de los síntomas, ha 
sugerido que en condiciones normales la enzima alterada sea suficientemente activa para 
cumplir su función siendo más vulnerable cuando el metabolismo de los ácidos grasos 
está comprometido (14). Todo ello aclararía que no existan depósitos lipídicos 
musculares aunque la presencia de mioglobinuria es más difícil de explicar debido a que 
la energía derivada del catabolismo de los ácidos grasos se encontraría interrumpida 
tanto en el déficit de carnitina como en el de CPT (14). 
 
5.5.3. Mioglobinuria 
 Por lo expuesto anteriormente, la mioglobinuria no es explicable por una crisis 
energética causada por depleción de ATP. Se ha observado que altas concentraciones 
de palmitilcarnitina y de palmitil-CoA inhiben la Na+-K+-ATPasa del sarcolema cardíaco 
(184) y que el aumento de palmitilcarnitina altera el entorno fosfolipídico de membrana 
(185).  La mayor dependencia del metabolismo lipídico que se produce después de una 
lesión severa y durante los procesos infecciosos podría explicar la rabdomiolisis debida a 
estas causas (186). 
 
5.6. Transmisión genética 
 Aunque se han descrito más casos en varones, la deficiencia de CPT se transmite 
de manera autosómica recesiva (176). En algunas familias se ha descrito herencia 
pseudodominante (187). 
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5.7. Genética molecular 
5.7.1. Características del gen CPT2 
 El gen humano que codifica la CPT II ha sido clonado, secuenciado y asignado a 
la región cromosómica 1p32 (171,174,188). Se denominó CPT1 por los autores del 
estudio de secuenciación (188), dato que puede llevar a confusión, por lo que 
actualmente se denomina CPT2 (163). El gen CPT2 está integrado por cinco exones con 
una longitud que varía entre 81 y 1305 pb, siendo el más largo el exón 4 (1305 pb), ya 
que en vertebrados el tamaño medio de los exones internos es de 137 pb. El tamaño del 
gen es de 18.6 Kb al que hay que añadir 1,2 Kb de la región reguladora del extremo 5’. 
La región 5’ UTR tiene 516 pb, un tamaño bastante grande si se compara con los 77 pb 
que tienen de media los genes de vertebrados en esta región (188). 
 
5.7.2. ARNm. 
 El tamaño del transcrito maduro es de 3090 nucleótidos (171). No se han descrito 
alteraciones en el procesamiento del ARNm asociadas con déficit de CPT II. 
 
5.7.3. Mutaciones 
 Las alteraciones moleculares descritas en las formas adultas y neonatal-infantil en 
el déficit de CPT II son básicamente mutaciones puntuales y en menor medida 
microreagrupamientos (189,190).   
 En la tabla V se enumeran las mutaciones que se asocian con deficiencia de CPT 
II independientemente de si están asociadas a un fenotipo u otro, o a una combinación de 
ellos. En la figura 12 se muestra su localización sobre el gen CPT2. 
 
5.7.3.1. Mutación S113L 
 Taroni y cols. (191) caracterizaron, en 25 pacientes de origen europeo con déficit 
de CPT asociado a fenotipo muscular, un alelo mutante, denominado ILV. Este alelo 
presentaba las sustituciones aminoacídicas V368I, S113L y M647V. La primera y la 
última sustitución también se encontraron en individuos normales, con frecuencias de 
0,51 y 0,25 respectivamente. El alelo ILV se halló en 28 (56%) alelos de esos 25 
pacientes, es decir, 8 (32%) fueron homocigotos y 12 (48%) heterocigotos. Un paciente 
resultó heterocigoto compuesto para ILV y para el alelo ICV que lleva la mutación R631C. 
Zierz y cols. (200) estudiaron esta mutación en 22 pacientes y en 3 familiares 
asintomáticos, y encontraron 8 homocigotos y 12 heterocigotos. Kaufman y cols. (201) 
analizaron 20 pacientes americanos, de los cuáles 5 (25%) fueron homocigotos y 14 
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(70%) heterocigotos. De todos estos estudios se deduce que la S113L es la mutación del 
gen CPT2 más frecuente en la población occidental. 
 Por otra parte, Handig y cols. (202), observaron, en 3 pacientes homocigotos para 
esta mutación pertenecientes a una misma familia, que la expresión fenotípica de esta 
mutación variaba desde de la ausencia de síntomas hasta un fenotipo de curso letal. 
 La mutación S113L, que se localiza al final del exón 3, se ha introducido mediante 
mutagénesis dirigida en células COS-1, demostrándose que la CPT II se sintetiza 
normalmente y que la actividad catalítica se encuentra claramente reducida. También se 
ha demostrado en células COS-1, que los polimorfismos I-V no afectan a la actividad de 
CPT II. Los mismos autores (191) también observaron, mediante estudios de síntesis 
proteica con metionina marcada, que la enzima mutante era inestable, lo que sugería un 
aumento de la susceptibilidad de la enzima a la proteolisis, quizá debido a un ensamblaje 
incompleto en la membrana interna mitocondrial. 
 Según Taroni y cols. (191) la mutación sería deletérea por varias razones: (i) la 
sustitución reemplaza a un aminoácido polar pequeño, serina, por un residuo hidrofóbico 
grande, leucina, (ii) las sustituciones Ser→Leu son infrecuentes entre las 
correspondientes proteínas de organismos homólogos y, (iii) la mutación ocurre en un 
tramo de 19 aminoácidos (residuos 103-121) que se encuentra completamente 
conservado en la proteína de rata y en la humana. 
 
5.7.3.2. Mutación P50H 
 Verdiero y cols. (188) encontraron esta mutación del exón 1 en ambos alelos de 
un paciente de origen italiano y en un alelo en otros 3 pacientes de origen europeo. La 
mutación se localiza en una porción de leucinas-prolinas muy conservado en la escala 
filogenética de las aciltransferasas. La transfección de la mutación en células COS originó 
una marcada reducción de la actividad CPT comprobándose la inestabilidad del enzima 
mutante en el estudio de expresión génica. 
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Tabla V. Mutaciones en el gen CPT2 asociadas a déficit de CPT. 
Ref. Codon Alteración 
nucleotídica 
Efecto deducido Comentario 
188 50 CCC → CAC Pro→His Adultos 
191 113 TCG → TTG Ser→Leu Adultos. Común. 
192 124 CGA → TGA Arg →Stop Adultos. 
189 151 CGG → CAG Arg → Gln Neonatal 
193 174 GAA → AAA Glu → Lys Infantil. Japoneses. Hepática.
189 178 insT/del 25 pb Leu → Phe y deleción 
de 25 pb 
Neonatal y adultos. 
194 214 CGG → CAG Met → Thr Adultos 
195 227 CGG → CAG Pro → Leu Neonatal 
193 383 TTT → TAT Phe→Tyr Infantil. Japoneses. Hepática
196 413 AG→deleción Desplazamiento de 
lectura y proteína 
truncada 
Adultos. Ashkenazi. 
194 448 TTT → CTT  Phe→Tyr; parece ligada 
a 413 delAG 
Adultos. Ashkenazi. 
194 479 TAC → TTC Tyr → Phe Adultos 
197 487 GAG → AAG Glu → Lys Adultos 
196 503 CGC → TGC Arg → Cys Adultos 
196 549 GGC →GAC Gly → Asp Adultos 
189 550 CAG → CGG Gln→Arg Neonatal 
188 553 GAC → AAC Asp→ Asn Adultos 
189 604 CCT → TCT Pro → Ser Infantil 
190 Exón 4 Duplicación de 
11 pb 
Desplazamiento de 
lectura y proteína 
truncada 
Neonatal 
198 628 TAC → TCC Tyr→Ser Infantil y adultos. 
199 631 CGC → TGC Arg → Cys Infantil y adultos. 
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5.7.3.3. Mutación R631C  
 Taroni y cols. (199) encontraron esta mutación del exón 5 en los dos alelos de un 
niño con hipoglucemia hipocetótica y cardiomiopatía. La mutación formaba parte del alelo 
denominado ICV. Además, se observó en dos pacientes con el fenotipo clínico de 
intolerancia al ejercicio del adulto. En una descripción posterior (191) mostraron que uno 
de estos pacientes resultó ser heterocigoto compuesto para los alelos ICV-ILV. Así 
mismo en experimentos con células COS la actividad enzimática de la CPT II era muy 
reducida, observándose también que los polimorfismos I-V exacerbaban los efectos 
bioquímicos de esta mutación. El análisis de expresión demostró inestabilidad de la 
proteína. 
 
5.7.3.4. Mutación Y628S  
 Boneffont y cols. (198) caracterizaron esta mutación del exón 5 en un paciente 
infantil con afectación hepatocardiomuscular. La mutación mostraba en células COS una 
actividad residual de CPT del 10% y una reducción de la oxidación de ácidos grasos de 
cadena larga en fibroblastos. También demostraron inestabilidad de la enzima. Esta 
mutación ha sido encontrada en otro caso infantil en homocigosis (203) y en un caso de 
forma miopática severa en un paciente de 10 años en heterocigosis compuesta con 
S113L (182). 
         1                      2         3                  4                      5 
S113L 
R124X
R151QP50H 
178 insT/del 25 pb 
Y628S
P604S
R631C
G549D Q550R
D553N
R503C 
11 pb dup
F448LF383Y
413 delAG
E487K 
Y479F
M214T
P227LE174K
Figura 12. Localización de las mutaciones en el gen CPT2 asociadas con deficiencia de CPT II. 
Los rectángulos son los exones. Las zonas coloreadas indican las regiones no traducibles. La mutación
más frecuente en pacientes con déficit de CPT II en color verde. ins: inserción; del: deleción; dup:
duplicación; pb: pares de bases. 
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1. Obtener valores de referencia y valores de decisión diagnóstica de las actividades 
miofosforilasa, fosfofructoquinasa y carnitina-palmitil transferasa en homogenado 
muscular. 
 
2. Caracterizar bioquímicamente a pacientes con déficit enzimático de miofosforilasa, 
fosfofructoquinasa y carnitina-palmitil transferasa a partir de una alícuota de biopsia 
muscular. 
 
3. Caracterizar genético-molecularmente de forma definitiva a pacientes con enfermedad 
de McArdle y con déficit de carnitina-palmitil transferasa II muscular, y de manera 
parcial a pacientes con enfermedad de Tarui. 
 
4. Valorar la patogenicidad potencial de las nuevas mutaciones, que sean encontradas 
en los genes PYGM y CPT2 de pacientes con enfermedad de McArdle y con déficit de 
CPT II muscular, mediante dos criterios: a) la ausencia en la población control y b) 
posibles consecuencias de la mutación, como variación del tamaño o distribución de la 
carga aminoacídica en la proteína mutante, grado de conservación en la escala 
filogenética o posibles cambios conformacionales. 
 
5. Desarrollar métodos sencillos, rápidos y económicos de PCR-RFLP para la detección 
de las nuevas mutaciones que sean encontradas en los genes PYGM y CPT2 en 
sujetos con sospecha de enfermedad de McArdle y déficit de CPT II. 
 
6. Evaluar las consecuencias fenotípicas de la mutación Q12X del gen AMPD1 asociada 
a déficit de mioadenilato desaminasa. 
 
7. Plantear una estrategia diagnóstica en pacientes con intolerancia al ejercicio, 
evaluando la practicabilidad del diagnóstico molecular a partir de muestras sanguíneas 
en cada una de las enzimopatías estudiadas 
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1. Sujetos 
 
 Se han estudiado dos tipos de individuos: pacientes con sospecha clínica de 
intolerancia metabólica al ejercicio y sujetos control, en los que no existía evidencia 
clínica, histológica y bioquímica de intolerancia al ejercicio. 
 
1.1. Controles 
 Las muestras de los sujetos control se utilizaron en las pruebas bioquímicas para 
obtener valores de referencia y como garantía de calidad de las técnicas analíticas, y en 
los métodos genético-moleculares como controles negativos. Los datos correspondientes 
al número, edad y sexo de los controles utilizados para la obtención de valores referencia 
bioquímicos se encuentran en las secciones de resultados de las deficiencias enzimáticas 
correspondientes, y esos mismos datos correspondientes a los controles utilizados en los 
métodos moleculares se reflejan en el apartado 12 de esta sección. 
 
1.2. Pacientes 
 Los pacientes fueron incluidos en los diversos estudios de esta tesis cuando la 
historia clínica, las pruebas bioquímicas funcionales (CK, prueba de ejercicio isquémico) 
y/o las determinaciones histológicas e histoquímicas fueran indicativas de intolerancia 
metabólica al ejercicio. Tras un análisis de todos estos parámetros diagnósticos (Fig.13), 
el paciente fue seleccionado para análisis bioquímico de miofosforilasa, 
fosfofructoquinasa o carnitina-palmitil transferasa musculares, ó para análisis molecular 
de la mutación Q12X en el gen AMPD1. Si el análisis bioquímico mostró una deficiencia 
enzimática en músculo, el paciente fue sometido a un cribado molecular de ciertas 
mutaciones conocidas descritas en la población europea o americana en los genes que 
codifican dichas enzimas, es decir, análisis de restricción de las mutaciones R49X y 
G204S en el gen PYGM; R39P en el gen PFKM; S113L, P50H, R631C y Y628S en el gen 
CPT2. Si el paciente resultó homocigoto o heterocigoto compuesto para alguna de estas 
mutaciones el estudio se dio por concluido. Por el contrario, si el paciente fue 
heterocigoto para alguna de las mutaciones anteriores en los genes PYGM o CPT2, o 
bien, en los pacientes con déficit de miofosforilasa o déficit de CPT II no se encontró 
ninguna de las mutaciones anteriores, éstos fueron analizados mediante secuenciación 
directa de uno u otro gen en busca de otras mutaciones. En los pacientes homocigotos 
para la mutación Q12X del gen AMPD1, se analizaron las mutaciones R49X (PYGM) y 
S113L (CPT2), para descartar o demostrar la presencia de “doble problema“. 
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ANATOMIA PATOLOGICA 
• Glucógeno, Lípidos 
• Inmunohistoquímica 
• Miofosforilasa 
• Fosfofructoquinasa 
• Mioadelinato desaminasa
LABORATORIO 
• CK reposo y crisis 
• Prueba ejercicio isquémico:
• Curva de Lactato
• Curva de Amonio
HISTORIA CLINICA 
• Edad de inicio y actual 
• Tipo y duración del ejercicio 
• Mioglobinuria 
• Segunda entrada 
• Otros agentes causales: frío, 
fiebre... 
Sangre 
ADN 
• Anemia, Ac. úrico, Bilirrubina (+/-) 
• Ausencia de tinción histoquímica 
PFK 
• Ausencia de tinción 
histoquímica MPL 
• Mioglobinuria (+) 
• CK reposo normal o 
moderadamente elevada 
• Curva amonio plana 
• Ausencia de tinción 
histoquímica MADA 
• Ejercicio moderado de larga 
duración 
• Mioglobinuria (+++) 
• Lípidos (-/+) 
• CK elevada solo en crisis 
• Curva lactato y amonio normales
• Ejercicio intenso de corta duración 
• Segunda entrada 
• Mioglobinuria (++) 
• Glucógeno (+) 
• CK reposo elevada 
• Curva lactato plana 
ACTIVIDAD 
CPT MUSCULAR 
ACTIVIDAD  
PFK MUSCULAR 
ACTIVIDAD 
MPL MUSCULAR 
Mutación AMPD1 
Q12X 
Mutaciones CPT2 
S113L, P50H, R631C, Y628S 
Mutación PFKM 
R39P 
Mutaciones PYGM 
R49X, G204S 
Otras mutaciones Otras mutaciones 
HM HM  o 
HTC 
HM  
o 
HTC 
HM HT  o  N HT  o  N HT  o  N 
SECUENCIACION  
GEN PYGM 
Mutaciones  
conocidas o nuevas 
Mutaciones  
conocidas o nuevas 
SECUENCIACION 
GEN CPT2 
DéficitDéficitDéficit
Biopsia muscular
Figura 13. Estrategia de caracterización bioquímica y genético-molecular de pacientes con
intolerancia al ejercicio. 
Los círculos azules indican que el paciente ha sido identificado molecularmente. CK: creatín quinasa; MPL:
miofosforilasa; PFK: fosfofructoquinasa; CPT: carnitina-palmitil transferasa; MADA: mioadenilato desaminasa; PYGM:
gen de la MPL; PFKM: gen de la PFK muscular; CPT2: gen de la CPT II; AMPD1: gen de la MADA; HM: homocigosis;
HT: heterocigosis; HTC: heterocigosis compuesta; N: negativo.
HT  o  N  
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2. Muestras 
 
 Los materiales biológicos utilizados durante esta tesis han sido tejido muscular y 
sangre, procedentes tanto de pacientes como de sujetos control. 
 
2.1. Determinaciones bioquímicas. 
 El estudio bioquímico se ha realizado mediante la medida de la actividad 
enzimática en tejido muscular de miofosforilasa, fosfofructoquinasa y carnitina-palmitil 
transferasa. Dicho tejido se obtuvo realizando una biopsia muscular abierta de los 
músculos vasto externo y deltoides.  
 En todos los casos, el fragmento de tejido muscular se congeló en nitrógeno 
líquido inmediatamente después de su extracción. Posteriormente, si la biopsia se había 
realizado en el Hospital “12 de Octubre” de Madrid se conservó en contenedores de 
nitrógeno líquido y/o en congeladores a 80 °C bajo cero. Si la biopsia era remitida desde 
otro centro se envió mediante mensajería urgente en un contenedor con nieve carbónica 
transfiriéndose para su conservación en nitrógeno líquido o en congeladores de 80 °C 
bajo cero. Todas las biopsias se analizaron bioquímicamente en un plazo inferior a un 
mes desde su obtención. 
 
2.1.1. Estudio de la variabilidad analítica y variabilidad biológica 
 Debido a que la práctica de la biopsia muscular es una técnica invasiva para los 
pacientes y controles, la disponibilidad de material para realizar estudios de calidad 
analítica y de variabilidad biológica es limitada, lo que se refleja en el escaso número de 
especímenes analizados para dichos fines. 
 La variabilidad analítica se dedujo a partir de un estudio de imprecisión intradía a 
dos niveles de actividad enzimática, para lo cual se realizaron dos homogenados 
musculares a partir de muestras de pacientes y/o de controles sanos, midiendo la 
actividad enzimática diez veces a lo largo de un mismo día (204). 
 Para realizar la variabilidad biológica se realizó un estudio de imprecisión 
intraindividual a dos niveles de actividad enzimática (204, 205). Para ello en muestras de 
controles y/o pacientes en los cuáles se disponía de suficiente cantidad de tejido 
muscular se realizaron diferentes homogenados musculares a partir de la misma muestra 
y se midió la actividad enzimática durante 10 días consecutivos. Por tanto, este estudio 
de variabilidad biológica, incluye en parte la variabilidad analítica debida a la imprecisión 
interdía metodológica. 
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2.1.2. Valores de referencia 
 Lo expuesto en el apartado 2.1.1. sobre la limitación de la muestra es igualmente 
válido en el caso de la obtención de valores de referencia. Para obtenerlos dentro de la 
población a la que se atendía se midieron las actividades enzimáticas en individuos 
control en los cuales no existía evidencia clínica, histológica o bioquímica que sugiriera la 
existencia de miopatía metabólica en dichos sujetos (206). 
 
2.1.3. Valor de decisión diagnóstica. 
 Los datos de variabilidad biológica junto con los valores de referencia permitieron 
calcular un valor de decisión diagnóstica por debajo del cual se consideró que el individuo 
analizado tenía un déficit enzimático (204, 206). Dicho valor se obtuvo aplicando a la baja 
el coeficiente de variación medio de la variabilidad biológica intraindividual sobre el 
percentil 2,5 de los valores de referencia. 
 
2.2. Extracción de ADN. 
 El estudio molecular se ha basado en el análisis de los genes que codifican las 
proteínas enzimáticas cuya deficiencia se encuentra asociada a intolerancia al ejercicio. 
Por ello, los análisis genético-moleculares requerían la extracción del ADN del sujeto a 
caracterizar, así como de sujetos control. La extracción de ADN se practicó tanto en tejido 
muscular como en sangre. 
 Una vez aislado el ADN, se determinó su concentración mediante la medida 
espectrofotométrica de la absorbancia a una longitud de onda de 260 nm (207). Para ello, 
la muestra de ADN se diluyó 100 veces en agua bidestilada, y se aplicó la siguiente 
fórmula:   1 Unidad de Absorbancia = 50 µg / mL de ADN de doble hebra. 
 La posible contaminación de la muestra con proteínas se determinó en la misma 
dilución midiendo su absorbancia a una longitud de onda de 280 nm, y calculando la 
relación de absorbancia entre 260 nm y 280 nm. Se consideraron valores aceptables 
cuando se superaba el valor de 1,7. 
  
2.2.1.Tejido muscular 
 Para el aislamiento de ADN a partir de músculo esquelético se ha seguido el 
método descrito por Sambrook y cols. (207), con algunas modificaciones. 
 Se parte de una cantidad superior a 50 mg de tejido muscular congelado y se 
tritura en un mortero con ayuda de nitrógeno líquido. Se deposita todo el tejido en tubo de 
polipropileno de 2 mL, al que se añaden 180 µL de tampón TSE (Tris-HCl 100 mM 
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pH=7,4, ClNa 10 mM, EDTA 25 mM) y 20 µL de solución acuosa de proteinasa K (20 
mg/mL). Se centrifuga brevemente a 14.000 xg, se mezcla y se incuba 5 min. a 55 °C. Se 
añaden otros 180 µL de tampón TSE, 20 µL de proteinasa K y 40 µL de dodecil sulfato de 
sodio (SDS). Se mezcla y se incuba 60 min. a 55 °C. Se añaden 20 µL de proteinasa K y 
se incuba a 55 °C durante 30 min. Se incorporan 50 µL de ClNa 5M y 1 mL de “mezcla de 
aislamiento” comprobando previamente que su pH es superior a 8 (fenol saturado 
equilibrado con Tris-HCl 1M pH=8 con 0,1% de isoquinolina incorporada, cloroformo y 
alcohol isoamílico en proporción 100: 96: 4). Se agita y se centrifuga a 14.000 xg 
brevemente para separar las fases. Se recoge el sobrenadante y se lava dos veces con 1 
mL de éter dietílico. Una vez evaporado el éter, se añaden 1,5 mL de etanol al 98%, lo 
que provoca el precipitado de las hebras de ADN, que se recogen en un tubo de 
polipropileno de 1,5 mL estéril. Se elimina el resto de etanol en un evaporador de vacío y 
el ADN se disuelve en 50-100 µL de Tris-EDTA (TE) 1X estéril (Tris-HCl 10 mM, EDTA 
1mM , pH=7,4). La solución de ADN se conservó a - 20 °C. 
 
2.2.2. Linfocitos 
 Para el aislamiento de ADN a partir de linfocitos se siguió el método descrito por 
Miller y cols. (208). 
 La obtención de linfocitos se realizó mediante el uso de un gradiente de Ficoll. 
Para ello, 5-7 mL de sangre total anticoagulada con EDTA fueron depositados 
cuidadosamente encima de 3 mL de Ficoll-Paque (Pharmacia). La centrifugación a 800 
xg produce la separación de los linfocitos en una capa distinguible de los hematíes y 
otras células sanguíneas, la cual fue transferida a otro tubo. Se centrifuga a 1.500 xg para 
obtener un sedimento de linfocitos, que es lavado con 500 µL de agua bidestilada y 3 mL 
de suero salino fisiológico las veces necesarias hasta obtener un precipitado libre de 
hematíes. 
 Los linfocitos se resuspenden en una mezcla compuesta por 3 mL de “tampón de 
lisis” (Tris-HCl 10 mM, ClNa 400 mM, EDTA 2 mM, pH=8,2). El lisado celular se digiere 
durante una noche a 37 °C con 300 µL de SDS al 10% y 500 µL de solución de 
proteinasa K (SDS 1%, EDTA 2 mM, 1 mg de proteinasa K). Al día siguiente se incorpora 
1 mL de ClNa 5 M, se agita vigorosamente y se centrifuga a 1.500 xg durante 15 min. Se 
recoge el sobrenadante y se añaden 10 mL de etanol absoluto preenfriado para precipitar 
las hebras de ADN. Éste fue secado al vacío y reconstituido en 50-100 µL de TE 1X. 
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2.2.3. Sangre total. 
 Para obtener ADN directamente de sangre se siguieron las instrucciones 
recomendadas por el fabricante del sistema de extracción Nucleon BACC2 (Amersham 
Life Sciencie) que se basa en la precipitación de proteínas con perclorato sódico y su 
separación del ADN mediante cloroformo y una resina patentada. 
 
 
3. Actividad enzimática muscular de miofosforilasa 
 
3.1. Fundamento. 
 La actividad de la miofosforilasa en tejido muscular se determinó con pequeñas 
variaciones siguiendo el método espectrofotométrico descrito por Di Mauro y cols. (209). 
 Es un método enzimático continúo que mide el incremento de absorbancia a 340 
nm causado por el NADPH generado a través de un sistema de reacciones acopladas 
que comienzan cuando existe actividad glucógeno fosforilasa muscular (Fig. 14). El 
sistema analítico lleva incorporado 5’-AMP como activador de la fosforilasa b. 
 
3.2. Descripción. 
 Alrededor de 30 mg de tejido muscular congelado son homogeneizados 
manualmente en hielo con 9 volúmenes de “tampón MPL” (ß-glicerolfosfato 40 mM, NaF 
40 mM, EDTA 10 mM, ß-mercaptoetanol 20 mM, pH=6,8). El homogenado crudo se 
centrifuga a 10.000 xg a 4 °C durante 10 min. y se recoge el sobrenadante. La mezcla de 
reacción contiene en un volumen final de 1 mL: tampón fosfato sódico 20 mM pH=7,2, 
MgCl2 2 mM, NADP 1mM, glucógeno tipo II de ostra 0,1 %, 1 U de fosfoglucomutasa de 
músculo de conejo, 1 U glucosa-6-fosfato deshidrogenasa de levadura del pan. Se 
añaden 10 µL de sobrenadante para iniciar la reacción que se sigue a 30 °C durante dos 
minutos, al final de los cuales se añade 5’-AMP 0.8 mM, continuando la reacción durante 
5 minutos más. El análisis de cada muestra se realizó por duplicado en un 
espectrofotómetro UV-Vis DU-650 (Beckman Instruments). 
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 La actividad enzimática de la fosforilasa (A) se expresó en µmoles de glucosa-1-P 
liberada por minuto y por gramo de tejido. Debido a que por cada mol de glucosa-1-P que 
se produce se obtiene un mol de NADPH, se puede determinar el incremento de 
absorbancia a 340 nm por minuto, y este dato se multiplica por un factor (F). 
 
A(µmol min.-1 g-1) = (Incremento de absorbancia x min.-1) x F 
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4. Actividad enzimática muscular de fosfofructoquinasa 
 
4.1. Fundamento. 
 La actividad fosfofructoquinasa en tejido muscular se determinó con pequeñas 
modificaciones mediante el método espectrofotométrico descrito por Hays y cols. (210). 
 Es un método enzimático continúo que mide la disminución de absorbancia a 340 
nm del NADH que se consume a través de varias reacciones acopladas, las cuales 
comienzan cuando existe actividad fosfructoquinasa muscular (Fig. 15). 
 
4.2. Descripción.  
 Alrededor de 30 mg de tejido muscular congelado son homogeneizados 
manualmente en hielo con 9 volúmenes de “medio PFK” (KF 30 mM, EDTA 1 mM). El 
homogenado se centrifuga a 10.000 xg a 4 °C durante 10 min. y se recoge el 
sobrenadante. La mezcla de reacción contiene en un volumen final de 1 mL: tampón Tris-
Glucógeno (n) + Pi 
miofosforilasa 
Glucógeno (n-1) + Glucosa-1-P 
fosfoglucomutasa 
Glucosa-1-P Glucosa-6-P 
glucosa-6-P deshidrogenasa 
6-fosfogluconato + NADPH Glucosa-6-P + NADP 
Figura 14. Método de determinación de miofosforilasa. 
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HCl 40 mM pH=8,0, MgCl2 6 mM, ATP 2 mM, NADH 0,2 mM, 1 U de aldolasa tipo IV de 
músculo de conejo, 1 U de α-glicerolfosfato deshidrogenasa-triosafosfoisomerasa 1:10 
tipo III de músculo de conejo y 10 µL de sobrenadante muscular. La reacción se sigue a 
30 °C durante tres minutos para obtener una pendiente plana, al final de los cuales se 
añade fructosa-6-fosfato 3 mM para iniciar la reacción que es monitorizada durante 2 
minutos. El análisis de cada muestra se ha realizado por duplicado en un 
espectrofotómetro UV-Vis DU-650 (Beckman Instruments). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 La actividad enzimática de la fosfofructoquinasa (A) se expresó en µmoles de 
fructosa-6-P consumida por minuto y por gramo de tejido. Debido a que por cada mol de 
fructosa-6-P utilizado se consumen dos moles de NADH, podemos determinar la 
disminución de absorbancia a 340 nm por minuto, y este dato lo multiplicamos por un 
factor (F). 
 
A(µmol min.-1 g-1) = (Disminución de absorbancia x min.-1) x F 
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Figura 15. Método de determinación de fosfofructoquinasa.
DHAP = dihidroxiacetona fosfato; GAP = gliceraldehído-3-fosfato; NAD: nicotín-adenín dinucleótido. 
ATP + Fructosa-6-P 
fosfofructoquinasa 
Fructosa-1,6-diP + ADP 
aldolasa 
Fructosa-1,6-diP DHAP + GAP 
Triosafosfato isomerasa 
DHAP GAP 
α-glicerolfosfato deshidrogenasa 
2 DHAP + 2 NADH 2 Glicerol-3-P + 2 NAD 
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5. Actividad enzimática muscular de carnitina-palmitil 
transferasa. 
 
 La actividad de CPT en músculo se determinó por dos métodos: el método de 
intercambio isotópico y el método “forward”. El primero de ellos parece que determina 
mayoritariamente la isoenzima CPT-II cuando se utilizan concentraciones altas del 
sustrato palmitilcarnitina (211). En el método “forward” se mide la actividad total de CPT, 
determinándose la actividad CPT-II con la utilización de malonil-CoA como inhibidor de la 
actividad CPT-I o con el uso del detergente Tritón X-100 que libera de la membrana a la 
isoenzima CPT-II en forma activa y a su vez inactiva a la CPT-I (212). 
 En esta tesis se ha utilizado mayoritariamente el método de intercambio isotópico, 
reservando el método “forward” para corroborar el déficit de CPT-II en algunos pacientes. 
Debido a que en este último método se utiliza como sustrato el palmitil-CoA unido a 
albúmina, no es posible conocer con seguridad qué concentración de sustrato se 
encuentra realmente libre, y por tanto, disponible para la reacción, por lo cuál las 
actividades reflejan una mayor variabilidad (212). 
 
5.1. Método de intercambio isotópico. 
5.1.1. Fundamento.  
 Se trata de un análisis enzimático radiométrico (211) basado en la catálisis 
enzimática que ejerce la CPT muscular en la reacción de intercambio del isótopo 
radiactivo carbono-14 entre moléculas de L-carnitina marcada con dicho isótopo y 
palmitil-L-carnitina (Fig. 16). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Palmitil-L-carnitina + CoA + L-Carnitina-(14C) 
Palmitil-L-carnitina-(14C) + CoA + L-Carnitina 
CPT 
Figura 16. Determinación de CPT. Método de intercambio isotópico. 
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5.1.2. Descripción. 
 Se precisa una cantidad mínima de 50 mg de músculo congelado que son 
homogeneizados en hielo con 9 volúmenes tampón CPT (Tris-HCl 50mM, KCl 150 mM, 
pH=7,4). Se utiliza el homogenado total para la determinación radiométrica de la actividad 
CPT. La reacción se realiza en tres tubos, de forma que ésta se finaliza con HCl 1M al 
minuto cero, cuatro y ocho respectivamente. Cada tubo de reacción contiene, en un 
volumen final de 300 µL: Tris-HCl 50 mM pH=7,4, Coenzima A 1 mM, Ditiotreitol 0,4 mM, 
Palmitil-DL-Carnitina 0.6 mM y L-Carnitina-[metil-14C] 2 mM 2,5 µCi/mmol (Amersham-
Pharmacia). La reacción se inicia con 100 µL de homogenado y se incuba a 37 °C. La 
actividad enzimática se finaliza con 1 mL de HCl 1M a los tiempos indicados, y se extrae 
la palmitilcarnitina con 1 mL de 1-butanol. Se separan las fases mediante centrifugación a 
800 xg durante 5 min. y se recogen 700 µL de la fase orgánica superior que es lavada 
con la misma cantidad de agua saturada con 1-butanol (1:1). De la fase orgánica se 
toman 500 µL que se añaden a 3 mL de líquido de centelleo. Estos, junto a dos viales que 
contienen 250 nmoles de L-Carnitina marcada (A + B), son analizados durante 3 minutos 
en un contador de radiactividad ß que nos proporcionará las cuentas por minuto (cpm). 
 La actividad de la CPT muscular se expresa en nmoles de palmitil-L-carnitina 
producidos por minuto y por mg de proteínas no colágenas (NCP), según el siguiente 
procedimiento de cálculo: 
a) cálculo de las cpm producidas por un nmol de L-carnitina, que equivalen a las 
que producirá un nmol de palmitil-L-carnitina marcada, debido a que la reacción 
es mol a mol: 
2250
/ ×
+= BcpmAcpmnmolcpm  
 
b) cálculo de los nmoles de palmitilcarnitina producidos en un minuto por un mL 
de homogenado: 
nmolcpm
mLnmol
cpmcpmcpmcpm
/
20
2
min 4
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8
08
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−+−
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c) cálculo de la actividad enzimática de CPT muscular referida a NCP. 
 
)(
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11
−
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5.2. Método “forward” 
5.2.1. Fundamento. 
 Se trata de un análisis enzimático radiométrico basado en la acción enzimática de 
la CPT utilizando como sustratos palmitil-CoA y L-carnitina marcada radiactivamente con 
carbono-14 (212) (Fig. 17). La reacción se lleva a cabo en ausencia o presencia de 
malonil-CoA, que solamente inhibe a la isoenzima CPT-I. 
 
 
 
 
 
 
5.2.2. Descripción 
 Alrededor de 30 mg de músculo congelado son homogeneizados en hielo con 19 
volúmenes “tampón forward” (Tris-HCl 50mM, KCl 150 mM, MgSO4 5 mM, EDTA 1 mM, 
ATP 1 mM, pH=7,6). Se utiliza el homogenado total para la determinación radiométrica de 
la actividad CPT. Cada muestra se analiza en tres tubos de ensayo: blanco (B), minuto 10 
(C) y minuto 10 con malonil-CoA (M). Cada uno de ellos contiene en un volumen final de 
500 µL: Tris-HCl 100 mM, KCN 2 mM, albúmina sérica bovina libre de ácidos grasos 
0.1%, palmitil-CoA 80 µM, 100 µL de homogenado muscular al 5 % (p/v) y el tubo M 
contiene además malonil-CoA 200 µM. Se incuba durante 10 minutos a 30 °C, y se inicia 
la reacción con L-carnitina-[metil-14C] 2 mM 2,5 µCi/mmol (Amersham-Pharmacia). La 
reacción se finaliza a los minutos indicados con 1 mL de sulfato amónico saturado y se 
extrae la palmitilcarnitina formada con 1 mL de isobutanol. Se recogen 700 µL de la fase 
orgánica superior que es lavada con la misma cantidad de sulfato amónico saturado. De 
la fase orgánica se toman 500 µL que se añaden a 3 mL de líquido de centelleo. Estos, 
junto a dos viales que contienen 250 nmoles de L-carnitina marcada (A + B), son 
contados durante 3 minutos por tubo, en un contador de radiactividad ß, que nos 
proporcionará las cuentas por minuto (cpm). 
 La actividad CPT muscular se calculó de forma similar a la del ensayo de 
intercambio isotópico, teniendo en cuenta las siguientes premisas: 
• CPT total: se utilizan las cpm proporcionadas por el tubo C menos el tubo B. 
• CPT insensible (CPT II): se utilizan las cpm proporcionadas por el tubo M 
menos el tubo B. 
• CPT sensible (CPT I) = CPT total - CPT insensible. 
Figura 17. Determinación de CPT. Método “forward”. 
Palmitil- L-Carnitina-(14C) + CoA Palmitil-CoA + L-Carnitina-(14C) 
CPT
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5.3. Determinación de proteínas no colágenas en homogenado muscular. 
 Una alícuota de homogenado muscular, entre 50 y 100 µL, se mezcla en 
proporción 1:1 con hidróxido sódico 0,1 M y se deja en reposo a temperatura ambiente 
durante 24 horas. Se centrifuga a 5.000 xg durante 5 minutos y se recogen 40 µL del 
sobrenadante que se diluye hasta 600 µL con agua bidestilada para la determinación de 
proteínas no colágenas mediante el método de Lowry modificado (213). El reactivo de 
Lowry se prepara mezclando solución A (carbonato sódico 2%, hidróxido sódico 0,1M) y 
solución B (sulfato de cobre 0,5%) en proporción 50:1. El reactivo de Folin se diluye con 
una parte de agua bidestilada. Se añade 1 mL de reactivo de Lowry a 200 µL de la 
dilución del sobrenadante muscular y se deja reaccionar durante diez minutos. A esta 
mezcla se añaden 100 µL de reactivo de Folin y se mantiene en oscuridad durante 30 
minutos, al cabo de los cuales se mide la absorbancia a 550 nm frente a un blanco de 
agua que se ha tratado de igual manera. Las muestras se analizaron por duplicado. Las 
lecturas de absorbancia se extrapolaron en una recta de calibración para obtener los mg 
de NCP por mL de homogenado muscular. Para trazar la recta de calibración se han 
utilizado concentraciones de 1 a 7 mg/mL de albúmina sérica bovina fracción V. 
 
 
6. Cribado mutacional en el gen PYGM 
 La detección de las dos mutaciones más prevalentes en el gen PYGM asociadas 
con enfermedad de McArdle se ha realizado mediante la aplicación de la reacción en 
cadena de la polimerasa (PCR) (la tabla VI muestra los cebadores utilizados) y posterior 
digestión de los fragmentos amplificados con la endonucleasa de restricción 
correspondiente (RFLP). La separación de los fragmentos de restricción se ha realizado 
con electroforesis en gel de agarosa a concentraciones que permitieran la diferenciación 
de los mismos. Como sistema de detección se ha utilizado bromuro de etidio 0.01% 
visualizando la fluorescencia producida en un transiluminador ultravioleta. Esta 
metodología ha permitido la identificación de individuos con los dos alelos normales 
(genotipo normal), pacientes con los dos alelos mutados (homocigotos) y sujetos con un 
alelo normal y el otro mutado (heterocigotos). 
 La numeración aceptada de los nucleótidos del gen PYGM comienza con el 
numero uno en la primera base del codon de inicio de la traducción (ATG), sin embargo, 
en la numeración de los codones y residuos aminoácidicos se ha asignado el número uno 
al primer codon inmediatamente posterior al triplete de inicio de la traducción, 
considerándose este último el número cero (53). 
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Tabla VI. Oligonucleótidos utilizados en la detección de mutaciones en los genes 
PYGM, PFKM, AMPD1 y CPT2 mediante PCR y análisis de restricción. 
Cebador Secuencia 5’ → 3’
  
49F GAGGCCGCCGTCCCCTCTACC 
49R CCAGCAGCACCTTGGGGTCC 
204F GAGTTCACGCTACCTGTGCACTT
204R TTCATCCTCACCCTGTGTGT 
39F  tgtccctcctttcagGTATGA
39R accaaCTCATGGACAAAGAA 
A12F  TTTATCTTGTTTTATTTTACTTCATACAGCTGAAGAGATA
A12R ATAGCCATGTTTCTGAATTA 
113F  GACAAACAGAATAAACATACAACCAACATT 
113R  gggaggatgagacgttacttcatttg 
50F  GGAGCCCCCAGTCGGCCCCTCAGCGCCGG 
50R  gacggcagcgggcagcggggacccggaggccaggctcacCCTG 
628F  CAGCAGCCAAAGGGATCATCTT
628R  TGATGAGGAAGTGATGGTAGCTTT 
La secuencia correspondiente a regiones de exones en mayúsculas y la de zonas intrónicas en minúsculas. Los 
nucleótidos modificados respecto a la secuencia normal se encuentran subrayados. 
 
6.1. Mutación R49X 
  Esta mutación es producida por la transición C → T en el nucleótido 148 en el 
codon 49 en el exón 1 del gen PYGM, lo que crea un sitio de restricción para la 
endonucleasa de restricción Nla III que reconoce la secuencia 5’-CATG↓-3’.  
 Para su análisis (53), se amplificó un fragmento del gen PYGM, que contenía la 
posición nucleotídica diana, con un tamaño de 306 pares de bases (pb). Mediante PCR 
(Termociclador 9600 Perkin-Elmer) se amplificaron 300 ng de ADN genómico en 30 ciclos 
constituidos por desnaturalización a 95 °C durante 1 min., hibridación a 62 °C durante 30 
segundos y extensión a 72 °C durante 30 segundos. Se realizaron una desnaturalización 
inicial a 95° C durante 5 min. y una extensión final durante 10 min. a 72 °C. Cada 100 µL 
de reacción contenían 2,5 U de Taq polimerasa (Cultek Inc), 0,5 µM de cada cebador 
(cebadores 49F y 49R), 200 µM de cada desoxinucleótido trifosfato (dNTP), 
dimetilsulfóxido (DMSO) al 3% y MgCl2 1,5 mM en el tampón suministrado. Tras la 
amplificación, alrededor de 10 µL del producto de PCR se digirieron con 30 U de Nla III 
en presencia de 100 µg/mL de BSA en un volumen final de 40 µL durante 3 horas a 37 
°C. Los fragmentos se detectaron en una electroforesis en gel de agarosa de alta 
resolución (Roche Diagnostics) al 2,5%. 
 Para analizar los resultados se tuvo en cuenta que la enzima Nla III posee un sitio 
de restricción en la secuencia normal de este fragmento del gen PYGM (Fig. 18). 
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6.2. Mutación G204S 
 Esta mutación es causada por la transición G → A del nucleótido 613 en el codon 
204 del exón 5 del gen PYGM, lo que crea un sitio de restricción para la endonucleasa de 
restricción Cfr I que reconoce la secuencia 5’-Y↓GGCCR-3’.  
 Para su análisis (53) se amplificó un fragmento de 87 pb del gen PYGM, que 
contenía la posición nucleotídica diana. Mediante PCR se amplificaron 300 ng de ADN 
genómico con 30 ciclos de desnaturalización a 96 °C durante 1 min., hibridación a 55 °C 
durante 1 min. y extensión a 72 °C durante 30 segundos. Se realizaron una 
desnaturalización inicial a 96 °C durante 5 min. y una extensión final durante 10 min. a 72 
°C. Cada 100 µL de reacción contenían 2.5 U de Taq polimerasa, 1 µM de cada cebador 
(cebadores 204F y 204R), 200 µM de cada dNTP, DMSO 3% y MgCl2 1,5 mM en el 
tampón suministrado. Tras la amplificación, alrededor de 10 µL del producto de PCR se 
digirieron con 30 U de Cfr I en un volumen final de 40 µL durante 3 horas a 37 °C. La 
detección de los fragmentos se realizó mediante una electroforesis en gel de agarosa de 
alta resolución al 3%. (Fig.19). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
250 pb
146 pb
Alelo Arg 49 
104 pb 
Alelo Stop 49 
56 pb 
56 pb 
Figura 18. Fragmentos de restricción obtenidos con Nla III en el análisis de la 
mutación R49X del gen PYGM.  
87 pb 
27 pb 
Alelo Gly 204 
60 pb 
Alelo Ser 204 
Figura 19. Fragmentos de restricción obtenidos con Cfr I en el análisis de la 
mutación G204S del gen PYGM.  
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7. Análisis de restricción de la mutación R39P en el gen PFKM 
  
  La numeración nucleotídica del gen PFKM comienza con el número uno en la 
primera base del codon de inicio de la traducción, que a su vez se le ha asignado el 
numero uno en la numeración de tripletes y aminoácidos. 
 Esta mutación es causada por la transversión G → C del nucleótido 116 en el 
codon 39 del exón 4 del gen PFKM, lo que crea un sitio de restricción para la 
endonucleasa de restricción Nla IV que reconoce la secuencia 5’-GGN↓NCC-3’ (Fig. 20).  
 Para su análisis (67) se amplificó un fragmento de 95 pb del gen PFKM, que 
contenía la posición nucleotídica diana. Mediante PCR se amplificaron 300 ng de ADN 
genómico con 30 ciclos compuestos por desnaturalización a 96 °C durante 1 min., 
hibridación a 55 °C durante 1 min. y extensión a 72 °C durante 30 segundos. Se 
realizaron una desnaturalización inicial a 96 °C durante 5 min. y una extensión final 
durante 10 min. a 72 °C. Cada 100 µL de reacción contenían 2.5 U de Taq polimerasa, 1 
µM de cada cebador (cebadores 39F y 39R), 200 µM de cada dNTP, DMSO 3% y MgCl2 
1,5 mM en el tampón suministrado. Tras la amplificación, alrededor de 10 µL del producto 
de PCR se digirieron con 30 U de Nla IV en un volumen final de 40 µL durante 3 horas a 
37 °C. La detección de los fragmentos se realizó mediante una electroforesis en gel de 
agarosa de alta resolución al 4 %. 
 
 
 
 
 
 
 
 
8. Análisis de restricción de la mutación Q12X en el gen AMPD1 
 
 La numeración nucleotídica del gen AMPD1 comienza con el número uno en la 
primera base del codon de inicio de la traducción, que a su vez se le ha asignado el 
numero uno en la numeración de tripletes y aminoácidos. 
 Esta mutación consiste en la transición C → T en el nucleótido 34 en el codon 12 
del exón 2 del gen AMPD1. Para su estudio se ha utilizado la técnica PCR-PIRA (“primer 
22 pb43 pb 
65 pb 
Alelo Pro 39 
30 pb 
30 pb 
Alelo Arg 39 
Figura 20. Fragmentos de restricción obtenidos con Nla IV en el análisis de la 
mutación R39P del gen PFKM.  
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introduced restriction analysis”) (141). En este caso se ha utilizado el cebador modificado 
A12F que produce un lugar de restricción para la enzima BsaA I, que reconoce la 
secuencia 5’-YAC↓GTR-3’ en presencia de un alelo normal (Fig. 21).  
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 Para su análisis se amplificó un fragmento de 127 pb del gen AMPD1, que 
contenía la posición nucleotídica diana. Mediante PCR se amplificaron 300 ng de ADN 
genómico con 35 ciclos de desnaturalización a 95 °C durante 1 min., hibridación a 58 °C 
durante 1 min. y extensión a 72 °C durante 30 segundos. Se realizaron una 
desnaturalización inicial a 95 °C durante 5 min. y una extensión final durante 10 min. a 72 
°C. Cada 100 µL de reacción contenían 2.5 U de Taq polimerasa, 1 µM de cada cebador 
(cebadores A12F y A12R), 200 µM de cada dNTP y MgCl2 1,5 mM en el tampón 
suministrado. Tras la amplificación, alrededor de 10 µL del producto de PCR se digirieron 
con 30 U de BsaA I, en un volumen final de 40 µL durante 3 horas a 37 °C. La detección 
de los fragmentos se realizó en una electroforesis en gel de agarosa de alta resolución al 
3% (Fig. 22). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
127 pb
41 pb 
Alelo Stop 12 
86 pb 
Alelo Gln 12 
Figura 22. Fragmentos de restricción obtenidos con BsaA I en el análisis de la 
mutación Q12X del gen AMPD1.  
A12 F---------- 5’-------------GAAGAGATA 
Gen Normal --5’----------- GAAGAGAAACGTGAGTATT------------3’ 
Gen Mutado --5’----------- GAAGAGAAATGTGAGTATT------------3’ 
Sitio BsaA I
Figura 21. Utilización del primer modificado A12F para el análisis mediante 
PCR-PIRA de la mutación Q12X en el gen AMPD1. 
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9. Cribado de mutaciones en el gen CPT2. 
 
 Se han analizado cuatro mutaciones descritas en el gen CPT2, mediante PCR-
RFLP. La numeración de nucleótidos de este gen comienza con el número uno en la 
primera base de la región 5’-UTR del exón 1, y la numeración de los tripletes codificantes 
se inicia asignando el número uno a la metionina que comienza la traducción (188). 
 
9.1. Mutación S113L 
 Esta mutación es debida a una transición C → T del nucleótido 854 en el codon 
113 en el exón 3 del gen CPT2. Para su estudio se ha utilizado la técnica PCR-PIRA 
(191), utilizando el cebador modificado 113F que crea un lugar de restricción para la 
enzima BstX I, que reconoce la secuencia 5’-CCAN5↓NTGG-3’, en presencia de un alelo 
mutado (Fig. 23).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Para su análisis se amplificó un fragmento del gen CPT2, que contenía la posición 
nucleotídica diana, con un tamaño de 167 pb. Utilizando una PCR se amplificaron 300 ng 
de ADN genómico con 30 ciclos de desnaturalización a 95 °C durante 1 min., hibridación 
a 56 °C durante 1 min. y extensión a 72 °C durante 1 min. Se realizaron una 
desnaturalización inicial a 97 °C durante 4 min. y una extensión final de 10 min. a 72 °C. 
Cada 100 µL de reacción contenían 2.5 U de Taq polimerasa, 1 µM de cada cebador 
(cebadores 113F y 113R), 200 µM de cada dNTP y MgCl2 1,5 mM en el tampón 
suministrado. Tras la amplificación, alrededor de 10 µL del producto de PCR se digirieron 
con 30 U de BstX I en un volumen final de 40 µL durante 3 horas a 55 °C. La detección 
de los fragmentos se realizó en una electroforesis en gel de agarosa de alta resolución al 
3 %. (Fig. 24) 
 
 
Figura 23. Utilización del primer modificado 113F para el análisis PCR-PIRA de la 
mutación S113L en el gen CPT2. 
113F------------ 5’--------- ATACAACCAACATT 
Gen Mutado--  5’-------- ATACAAACGACATTTTGGgtaggt-----------3’ 
Gen Normal -- 5’---------ATACAAACGACATTTCGGgtaggt------------3’ 
Sitio Bst X I
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9.2. Mutación P50H 
 Esta alteración es causada por la transversión C → A de la posición nucleotídica 
665 en el codon 50 del exón 1 del gen CPT2. Su detección se ha realizado mediante la 
técnica PCR-PIRA (188), utilizando el cebador modificado 50R que genera un lugar de 
restricción para la enzima Dra III que reconoce la secuencia 5’-CACN3↓GTG-3’ en 
presencia de un alelo mutado (Fig. 25).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 Para su análisis se amplificó un fragmento de 158 pb del gen CPT2, que contenía 
la posición nucleotídica diana. Mediante una PCR se amplificaron 500 ng de ADN 
genómico con 30 ciclos constituidos por desnaturalización a 96 °C durante 1 min., 
hibridación a 60 °C durante 1 min. y extensión a 72 °C durante 1 min. Se realizaron una 
desnaturalización inicial a 97 °C durante 4 min. y una extensión final de 10 min. a 72 °C. 
Cada 100 µL de reacción contenían 2.5 U de Taq polimerasa, 0,5 µM de cada cebador 
(cebadores 50F y 50R), 200 µM de cada dNTP, DMSO 3% y 1 mM de MgCl2 en el 
tampón suministrado. Tras la amplificación, alrededor de 10 µL del producto de PCR se 
digirieron con 20 U de Dra III, en un volumen final de 40 µL durante 3 horas a 37 °C. La 
detección de los fragmentos se realizó en una electroforesis en gel de agarosa de alta 
resolución al 2,5% (Fig. 26). 
 
                                     CAGGgtg  agcctg -----------3’ -- 50R 
Gen Mutado--- 5’---------AGCCTGCACAG   gtg  agcctg -----------3’ 
Gen Normal ---5’---------AGCCTGCCCAG   gtg  agcctg -----------3’ 
Sitio Dra III
167 pb
30 pb
Alelo Leu 113 137 pb
Alelo Ser 113 
Figura 24. Fragmentos de restricción obtenidos con BstX I en el análisis de la 
mutación S113L del gen CPT2.  
Figura 25. Uso del primer modificado 50R para el análisis mediante PCR-PIRA  
de la mutación P50H en el gen CPT2. 
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9.3. Mutaciones Y628S y R631C 
 La alteración molecular que produce la mutación Y628C consiste en una 
transversión A → C en la posición nucleotídica 2399 en el codon 628 del exón 5 del gen 
CPT2. La mutación crea un sitio de restricción para a la enzima Mnl I que reconoce la 
secuencia 5’-CCTCN7/6↓-3’ (198). 
 La mutación R631C es originada por una transición C → T en el nucleótido 2407 
en el codon 631 en el exón 5 del gen CPT2. La mutación crea un sitio de restricción para 
la enzima Bbv I que reconoce la secuencia 5’-GCAGCN8/12↓-3’ (199).  
 Para el análisis de ambas mutaciones (198) se amplificó un fragmento de 328 pb, 
que incluía las posiciones nucleotídicas 2399 y 2407. Mediante PCR se amplificaron 300 
ng de ADN genómico con 35 ciclos compuestos por desnaturalización a 95 °C durante 1 
min., hibridación a 57 °C durante 1 min. y extensión a 72 °C durante 1 min. Se realizaron 
una desnaturalización inicial a 95 °C durante 5 min. y una extensión final de 10 min. a 72 
°C. Cada 100 µL de reacción contenían 2.5 U de Taq polimerasa, 1 µM de cada cebador 
(cebadores 628F y 628R), 200 µM de cada dNTP y MgCl2 1,5 mM en el tampón 
suministrado. Tras la amplificación, alrededor de 10 µL del producto de PCR se digirieron, 
en un volumen final de 40 µL, con 20 U de Mnl I en presencia de 100 µg/mL de BSA para 
analizar la mutación Y628S o con 20 U de Bbv I para detectar la mutación R631C, 
durante 3 horas a 37 °C. El análisis de los fragmentos se realizó en una electroforesis en 
gel de agarosa al 1,5% o al 3%, respectivamente (Figs. 27 y 28). 
 
 
 
 
 
 
138 pb
39 pb 
Alelo His 50 
99 pb
Alelo Pro 50 
Figura 26. Fragmentos de restricción obtenidos con Dra III en el análisis de la 
mutación P50H del gen CPT2.  
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10. Caracterización de mutaciones mediante secuenciación 
directa del gen PYGM 
 
 Los alelos de los pacientes con déficit de miofosforilasa en los que no se 
encontraron las mutaciones R49X y G204S fueron sometidos a análisis de secuenciación 
directa de los exones y zonas adyacentes a las uniones exón / intrón mediante el método 
descrito por Kubisch y cols. (73), con pequeñas modificaciones. 
 La metodología aplicada ha consistido en la amplificación por PCR de los 20 
exones y de las uniones exón-intrón del gen PYGM gracias a la utilización de 
oligonucleótidos cebadores localizados en zonas intrónicas que flanquean a los exones. 
La secuencia de ciertos exones fue amplificada dividiéndola en varios fragmentos 
solapados (etapa de amplificación). Una vez amplificados los distintos fragmentos, éstos 
fueron purificados (etapa de purificación) y después sometidos a una PCR de 
secuenciación cíclica (“Cycle sequencing”) utilizando didesoxinucleótidos marcados (214) 
con fluorocromos (216) (etapa de secuenciación). Tras la purificación de los productos de 
secuenciación, los distintos fragmentos producidos en la reacción de secuenciación se 
separaron y detectaron mediante electroforesis capilar en el secuenciador automático ABI 
PRISM 310 Genetic Analyzer (Perkin-Elmer Applied Biosystems) (etapa de análisis). 
 
163 pb 15 pb 88 pb 62 pb 
328 pb
62 pb 
203 pb
Alelo Cys 631 
Alelo Ser 628 
24 pb 
125 pb 
139 pb 
Alelo Tyr 628 
Alelo Arg 631 
Figura 28. Fragmentos de restricción obtenidos con Bbv I en el análisis de la 
mutación R631C del gen CPT2.  
Figura 27. Fragmentos de restricción obtenidos con Mnl I en el análisis de la 
mutación Y628S en el gen CPT2.  
15 pb 88 pb 
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10.1. Etapa de amplificación. 
 Los oligonucleótidos cebadores utilizados en la amplificación y secuenciación de 
los exones del gen PYGM se muestran en la tabla VII. Para realizar la PCR, se utilizaron 
alrededor de 200 ng de ADN que fueron amplificados en 35 ciclos formados por una 
desnaturalización a 94 °C durante 1 min., una hibridación durante 1 min. (la temperatura 
para cada fragmento se muestra en la tabla VII) y una extensión a 72 °C durante 1 min. 
Se realizaron una desnaturalización inicial a 94 °C durante 4 min. y una extensión final a 
72 °C durante 10 min. Cada 100 µL de reacción contenía 2,5 U de Taq polimerasa 
(Cultek Inc.), 200 µM de cada dNTP, 0,5 µM de cada cebador y 1,5 mM de MgCl2 en el 
tampón suministrado. 
 
10.2. Etapa de purificación 
 Los productos de PCR obtenidos en la etapa de amplificación se visualizaron en 
una electroforesis en gel de agarosa de bajo punto de fusión (Nusieve Low Melting 
Agarose, FMC Products), y el fragmento de interés se purificó con el sistema “GFXTM 
PCR DNA and Gel Band Purification” (Amersham-Pharmacia), siguiendo las instrucciones 
del fabricante. Una vez purificado se determinó espectrofotométricamente la 
concentración de ADN. 
 
10.3. Etapa de secuenciación. 
 Se utilizó una alícuota de los productos de PCR purificados para la reacción de 
secuenciación ("cycle-sequencing PCR") con el sistema “Dye Rhodamine Terminator 
Cycle Sequencing” (Perkin Elmer-Applied Byosystems). Dicha reacción se realizó en 
ambas direcciones, directa (“forward”) y reversa (“reverse”) utilizando los mismos 
cebadores que en la etapa de amplificación (tabla VII). Para ello, en un volumen final de 
10 µL se añadieron entre 150 y 200 ng del producto de PCR purificado, 10% de DMSO, 
0,32 µM del cebador correspondiente y 4 µL de “PREMIX” (solución que contiene la ADN 
polimerasa Taq FS de PE-Applied Biosystems, tampón, dNTPs y didesoxinucleótidos 
marcados con fluorocromos). El termociclador se programó, en todos los casos, con una 
desnaturalización a 94 °C durante 3 min. seguida de 25 ciclos compuestos por una 
desnaturalización a 96 °C durante 30 segundos, una hibridación a 55 °C durante 15 
segundos y una extensión a 60 °C durante 4 min. 
 Tras la reacción de secuenciación se eliminaron los didesoxinucleótidos no 
incorporados por precipitación con etanol y MgCl2, de forma que los 10 µL de la reacción 
se añadieron a 74 µL de precipitante (etanol 70%, MgCl2 0,5 mM), dejando la mezcla a 
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temperatura ambiente durante 15 min. A continuación se centrifugó a 10.000 xg durante 
15 min. a 4 °C. Después de eliminar la solución alcohólica, se añadieron 250 µL de etanol 
al 75% preenfriado, centrifugándose durante 10 minutos a 10.000 xg a 4 °C. Se evaporó 
el etanol en el termociclador a 45 °C y el residuo seco se almacenó a -20 °C hasta su 
análisis en el secuenciador automático. El residuo fue reconstituido con 30 µL de TSR 
(“Template Supression Reagent” - PE-Applied Biosystems), y se dejó a temperatura 
ambiente 10 min. para hidratarlo. Se agitó en “vortex” y se transfirió la solución a un tubo 
de secuenciación, que se desnaturalizó en el termociclador durante 3 min. a 95 °C y se 
mantuvo en hielo hasta su procesamiento en el secuenciador automático. El 
secuenciador ABI-PRISM 310 Genetic Analyzer (PE-Applied BioSystems) se programó 
siguiendo las instrucciones del fabricante. En síntesis su funcionamiento se basa en la 
separación de los fragmentos mediante una electroforesis capilar, excitación con luz láser 
de los fluorocromos y análisis de los datos con un programa informático que muestra los 
resultados en un “electroforegrama” cuyos picos representan la posición de cada uno de 
los nucleótidos de la secuencia de ADN procesada. 
 
10.4. Etapa de análisis. 
 Las secuencias obtenidas fueron comparadas con las secuencias revisadas del 
gen PYGM depositadas en GenBank (73). La presencia de dos nucleótidos en la misma 
posición (heterocigosis para una mutación puntual) se puso de manifiesto por la 
superposición de dos picos en el electroforegrama, hecho que fue comprobado en ambas 
direcciones de secuenciación. La presencia de microinserciones o microdeleciones en un 
solo alelo provoca la aparición en el electroforegrama de picos desfasados de un alelo 
respecto a otro, produciéndose un solapamiento de los mismos, lo que fue comprobado 
en ambas direcciones. 
 Si durante el análisis de las secuencias se encontró alguna mutación, el fragmento 
correspondiente se procesó una vez más (etapas 1 a 4), diseñándose posteriormente un 
método de PCR-RFLP para confirmar su presencia, cuyo protocolo se expone para cada 
mutación en particular en la sección de resultados correspondiente.  
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Tabla VII. Cebadores utilizados para la amplificación del gen PYGM 
Cebador Secuencia 5’ -3’ Producto de PCR (pb)  Hibridación (°C)
1F GGC TGG AGG CAG TGC TGA GG 
1R gca gcc act taa gtc aag atc g 391 62 
2F tgg gcc tgg ctg agt gtt gg   
4R cca gag atg ata aac aag tgg g 598 58 
5F gag ctc ctg act tat act tgg   
5R ctc tct gag cct cag cat cc 371 58 
6F taa agc ctt gag tcc cag cc   
7R tag ggc acc agc aag tgt cc 457 64 
8F acc cac cgc agc ttt agg cca tgc   
8R aga ggc cta gca cac act gtc c 262 67 
9F cat agg gca gtg acc ata gca tgg   
9R ctc cca cgc tcc caa act gg 235 64 
10F ggg atg cgt agt gtg tga gg   
10R cga ctc cca ggc cca gac tgg 284 68 
11F ttc ctg ggt ctg gtt cta gc   
11R ggg ctt ctg tgt gac aga gg 276 64 
12F ccc ttt cag caa gac acc agg   
12R gtg aac cac cta cac gac cat acc 289 62 
13F gct tgg ctg acc tgg aaa tgg   
13R cac gccc tga ccc aga cat ctg g 264 67 
14F act gga gtg tgg act gta gg   
14R aag tcc aaa gga gat gtt gg 312 64 
15F ctc tgt cag gag cta cta cc   
16R aag tat ccc agg aag aga cg 482 62 
17F cca gcc taa tct gag agt cc   
17R tgg acc agt ctt tcc aga cg 380 62 
18F gac ctg ggt ttt gac cct gg   
18R gct tcc cca cca cac acc tga 312 62 
19F cag gct tgg ccc ttg acc tca   
20R AGA GAT CTA ACT CCA GTA CC 507 55 
Los nombres de los cebadores se corresponden con los exones amplificados (XF = cebador directo, y XR = 
cebador reverso). pb: pares de bases. El cebador directo y el cebador reverso para una amplificación por 
PCR se encuentran en un recuadro. Las secuencias están obtenidas a partir de las secuencias depositadas 
en el GenBank con números de acceso U94774-U94777. En minúsculas los nucleótidos correspondientes a 
secuencias intrónicas y en mayúsculas los correspondientes a secuencias exónicas. 
 
11. Caracterización de mutaciones mediante secuenciación 
directa del gen CPT2. 
 
 Los alelos de los pacientes con déficit bioquímico de CPT II en los que no se 
encontraron las mutaciones S113L, P50H, R631C o Y628S en el cribado mutacional 
fueron sometidos a análisis de secuenciación directa de los exones y zonas adyacentes a 
las uniones intrón-exón del gen CPT2, mediante el método descrito por Verdiero y cols. 
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(188) con ciertas modificaciones. Además, dicha metodología también se aplicó para 
tipificar los polimorfismos V368I y M637V que pueden estar presentes en los alelos del 
gen CPT2 de pacientes con déficit de CPT II. 
 La metodología aplicada ha consistido en la amplificación por PCR de los exones 
1, 2, 3 y 5 del gen CPT2 usando oligonucleótidos cebadores localizados en regiones 
intrónicas o zonas UTR que flanquean a éstos. El exón 4 se secuenció en cuatro 
fragmentos solapados debido a su gran tamaño. La metodología de secuenciación es 
similar a la utilizada en la caracterización molecular de pacientes con déficit de 
miofosforilasa (sección número 10) (Tabla VIII).  
 
Tabla VIII. Cebadores utilizados para la secuenciación del gen CPT2. 
Cebador Secuencia 5’ -3’ Producto de PCR (pb) Hibridación (°C)
CPT1F ctt gtg ttt aga ctc cag aac tcc c
CPT1R gtc atg agt gac tgc agt cag gtt 292 57 
CPT2F ctt gta aag cta att aac ctc ttc c   
CPT2R tca cag aca ttc cct gaa gct tgg t 238 58 
CPT3F atg agt tcc tcg cca tga acc taa a   
CPT3R cgt tac ttc att tgc tgg tct cac c 305 58 
CPT4AF ggg aca gca tta aca ttt tat gt   
CPT4AR GTT TGG GTA AAC GAG TTG AGT T 392 55 
CPT4BF CTG GAT ATG TCC CAG TAT TTT CGG CT   
CPT4BR TTT GTG CCA TCC CCA TGC AGC ATA T 412 60 
CPT4CF GAT GAC TTC CCC CAT TAA GGA CCT T   
CPT4CR AGG GCT CAG CTT TTG CTT CTT CAG 408 60 
CPT4DF CTG CTA AGG AAA AGT TTG ATG CCA C   
CPT4DR tgc tta ccc aag cac tga gga caa 418 60 
CPT5F ttt cct gag gtc ctt ttc cat cct g   
CPT5R ATG AGG AAG TGA TGG TAG CTT TTC A 425 58 
Los nombres de los cebadores se corresponden con los exones amplificados (CPTXF = cebador directo, y 
CPTXR = cebador reverso). pb: pares de bases. El exón 4 se amplificó en cuatro fragmentos solapados. El 
cebador directo y el cebador reverso para una amplificación por PCR se encuentran en un mismo recuadro. 
Las secuencias están obtenidas de las secuencias del gen CPT2 depositadas en el GenBank con números 
de acceso U09642-U09648. En minúsculas los nucleótidos correspondientes a secuencias intrónicas y en 
mayúsculas los correspondientes a secuencias exónicas. 
 
 Para amplificar por PCR los fragmentos que contenían los exones 2, 3 y 5 se 
utilizaron aproximadamente 200 ng de ADN que fueron amplificados en 30 ciclos 
consistentes en una desnaturalización a 94 °C durante 1 min., una hibridación a 58 °C 
durante 1 min. y una extensión a 72 °C durante 1,5 min. Se realizaron una 
desnaturalización inicial a 97 °C durante 4 min. y una extensión final a 72 °C durante 10 
min. Cada 100 µL de reacción contenían 2,5 U de Taq polimerasa, 200 µM de cada 
dNTP, 0,5 µM de cada cebador y MgCl2 1,5 mM en el tampón suministrado. El fragmento 
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que contenía el exón 1 se amplificó de manera similar excepto por la presencia de MgCl2 
1 mM y DMSO 3%, y con el siguiente programa del termociclador: 4 min. a 97 °C seguido 
de 30 ciclos compuestos por 95 °C - 1 min., 57 °C - 1 min. y 72 °C - 1 min. Los 
fragmentos que correspondían al desglose del exón 4 (A, B, C y D) se amplificaron en 30 
ciclos consistentes en una desnaturalización a 94 °C durante 1 min., una hibridación a 55 
°C (fragmento A) o 60 °C (fragmentos B, C y D) durante 1 min. y una extensión a 72 °C 
durante 1min. Se realizaron una desnaturalización inicial a 95 °C durante 4 min. y una 
extensión final a 72 °C durante 10 min. Cada 100 µL de reacción contenían 2,5 U de Taq 
polimerasa, 200 µM de cada dNTP, 0,7 µM de cada cebador y MgCl2 1,5 mM en el 
tampón suministrado.  
 La etapa de análisis se realizó de forma parecida a la del gen PYGM, excepto que 
las secuencias obtenidas se compararon con las secuencias del gen CPT2 depositadas 
en GenBank (188). 
 
 
12. Evaluación de la potencial patogenicidad de nuevas 
mutaciones en los genes PYGM y CPT2. 
 
 Si una mutación nueva era detectada durante la secuenciación directa de los 
genes PYGM y CPT2, tras su confirmación mediante PCR-RFLP, se procedió a la 
evaluación de su posible patogenicidad aplicando dos criterios: 
 
1) Ausencia de la mutación en la población control. Para ello se realizó una búsqueda de 
dicha mutación por procedimientos de PCR-RFLP, diseñados específicamente para 
cada alteración genotípica encontrada (detallados en el capítulo de resultados), en 77 
individuos sanos, que fueron admitidos en la sección de donantes de sangre del 
Hospital “12 de Octubre” de Madrid, (X±SD = 40±11años, 63% mujeres), y en 23 
sujetos con enfermedades mitocondriales (X±SD = 43± 21años, 41% mujeres) con 
mutaciones en el ADN mitocondrial demostradas: 8 pacientes con MELAS 
(encefalomiopatía mitocondrial, acidosis láctica, y episodios stroke-like) con la 
mutación A3243G; 8 pacientes con LHON (neuropatía óptica hereditaria de Leber), 
cuatro con la mutación G11778A, dos con la mutación G3460A y dos con la mutación 
T14484C; 6 pacientes con MERRF (epilepsia mioclónica con fibras rojo rasgadas) con 
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la mutación A8344G; y 1 paciente con MILS (síndrome de Leigh de herencia materna) 
con la mutación T8993G. 
 
2) Análisis de las posibles consecuencias de la mutación. En las mutaciones “sin sentido” 
y en las mutaciones “fuera de fase” se evaluó el tamaño y las consecuencias 
fisiopatológicas de la proteína resultante de la mutación. En las mutaciones “de sentido 
equivocado” y en las mutaciones “en fase” se consideró el grado de conservación del 
residuo mutado en la escala filogenética y las consecuencias que provocaría la 
alteración aminoacídica en la distribución de la carga de la proteína y en la 
conformación de la misma. 
 
13. Análisis bioestadístico. 
 
 Las pruebas bioestadísticas aplicadas para la obtención de algunos de los 
resultados de esta tesis se han realizado mediante el uso del paquete informático 
estadístico RSIGMA (216). 
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1. Deficiencia de miofosforilasa  
 
1.1. Análisis bioquímico 
1.1.1. Variabilidad y valores de referencia. 
 Los resultados de la variabilidad analítica y biológica se muestran en la tabla IX. 
 
Tabla IX. Estudio de variabilidad del método de determinación 
de actividad de miofosforilasa 
 Imprecisión intradía Imprecisión intraindividual 
N 10 10 10 10 
X 17,9 11,1 14,4 7,6 
SD 1,04 0,75 1,29 0,69 
CV (%) 5,9 6,8 9,0 9,1 
N: número de determinaciones; X: media aritmética, SD: desviación estándar; 
CV:coeficiente de variación 
  
 Se han utilizado 30 individuos control para la obtención de valores de referencia 
de miofosforilasa. Los resultados obtenidos se reflejan en la tabla X. 
 
Tabla X. Valores de referencia de miofosforilasa en 
tejido muscular 
Individuos 30 
Edad (X± SD)  25 ± 8 
 miofosforilasa  
(µmol min-1 g tejido-1) 
X 23,5 
SD 4,07 
P97,5 32,6 
P50 24,7 
P2,5 17,3 
X: media; SD: desviación estándar, P:percentil 
 
 Teniendo en cuenta la variabilidad biológica y el percentil 2,5 de los valores de 
referencia, se ha obtenido 15,6 como valor de decisión diagnóstico de déficit de 
miofosforilasa. 
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1.1.2. Caracterización bioquímica 
 Se ha determinado la actividad miofosforilasa muscular a un total de 29 individuos 
pertenecientes a 27 familias (los pacientes 27 y 28, y, 34 y 35 son hermanos, tabla XI) 
con indicación clínica e histológica de padecer una deficiencia de miofosforilasa, 
siguiendo la estrategia diagnóstica planteada en métodos (Fig. 13). Todos ellos 
presentaron ausencia de tinción para la reacción histoquímica de MPL, y en su totalidad 
la actividad MPL fue indetectable o menor de 1 µmol x min-1 x g tejido-1. 
 Las principales hallazgos clínicos, de laboratorio clínico e histólogicos de estos 29 
pacientes, así como su actividad miofosforilasa, son mostrados en la tabla XI. 
  
1.2. Caracterización genético-molecular 
1.2.1. Análisis de PCR-RFLP  
 En 38 pacientes, 29 con déficit bioquímico de miofosforilasa, y 9 casos adicionales 
en los que no se practicó biopsia muscular obteniéndose ADN directamente de muestras 
sanguíneas para análisis molecular (Fig. 13), se estudiaron tanto la mutación común 
R49X del exón 1 del gen PYGM, como la segunda mutación más frecuente en pacientes 
caucásicos, la G204S (exón 5). La inclusión de los pacientes 7, 14, 18 y 20, y de los 
pacientes 8 y 21 por ser hermanos de los pacientes 7 y 20 respectivamente (tabla XI), fue 
debida al conocimiento de ciertos datos clínicos relevantes y, especialmente, pruebas de 
laboratorio, tales como una curva plana de lactato en isquemia y una actividad elevada de 
CK sérica en reposo, que sugieren con gran probabilidad la presencia de enfermedad de 
McArdle. El paciente 23 se incluyó en el estudio por ser hermano sintomático del paciente 
22 con déficit bioquímico de MPL. Los individuos 10 y 17 formaron parte de la serie 
porque aún siendo hermanos asíntomáticos de los pacientes 9 y 18 respectivamente, 
presentaron una curva de lactato en isquemia plana y una CK en reposo elevada. En 
resumen, se han analizado 38 pacientes pertenecientes a 31 familias diferentes. 
  La mutación R49X se encontró presente en los dos alelos (homocigosis) de 14 
pacientes (37 % del total de pacientes analizados), y en un único alelo (heterocigosis) en 
otros 15, es decir se detectaron 43 alelos con esta mutación, lo que representa el 56% de 
los alelos estudiados (Fig. 29). 
 Un único paciente resultó homocigoto para la mutación G204S (3%). Se demostró 
la existencia de tres pacientes heterocigotos “compuestos” para las mutaciones R49X y 
G204S. Así, el alelo Ser-204 se encontró con una frecuencia del 6,6%.  
 8 casos no presentaron ninguna de estas dos mutaciones. 
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 El empleo de estas dos mutaciones como método de cribado molecular ha 
permitido caracterizar molecularmente de forma definitiva a 18 pacientes, es decir, cerca 
de la mitad de los mismos (47%). Además, se ha conseguido detectar al menos un alelo 
mutado en 30 casos (79%). 
 En la Fig. 30 se pueden observar ejemplos de los patrones de restricción 
obtenidos en pacientes con las mutaciones R49X y G204S. 
 
R49X
56%
G204S
7%
NI
37%
R49X G204S
HTC
8%
R49X + ?
HTC
32%
NI
21%
G204S
 HM
3%
R49X
 HM
37%
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 29. Análisis de cribado molecular utilizando las mutaciones R49X y G204S en 38 
pacientes con enfermedad de McArdle. A) distribución alélica , B) distribución porcentual de 
pacientes .  
HT: heterocigoto, HM: homocigoto; HTC: heterocigoto compuesto; NI: no identificado; ?: mutación desconocida. 
B)A) 
A) B)
87 pb
58 pb
29 pb
2 2 3 1 4 3 
306 pb
250 pb
146 pb
104 pb
56 pb
Figura 30. Análisis de las mutaciones R49X (panel A) y G204S (panel B) en el gen 
PYGM mediante PCR-RFLP.  
Panel A: calle 1: producto de PCR, calle 2: control, calle 3: paciente heterocigoto para R49X, calle 4: 
paciente homocigoto para R49X. Panel B: 1: paciente homocigoto para G204S, calle 2: control, calle 3: 
paciente heterocigoto para G204S. Ver el apartado métodos para más explicaciones. 
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Tabla XI. Hallazgos clínicos, histológicos, bioquímicos y moleculares en pacientes 
con enfermedad de McArdle. 
 
 Pacientes 1 2 3 4 5 6 
       
Clínica       
Sexo V M V V V V 
Edad de inicio 12 14 51 12 18 8 
Edad actual 18 15 53 20 70 25 
CK en reposo NR NR 500 1000 900 2.200 
Curva isquémica de lactato NR NR NR Plana NR Plana 
Mioglobinuria SI NO SI SI NO SI 
       
Histología       
PAS + NR + + + NR 
Histoquímica MPL A A A A A A 
       
Análisis Bioquímico       
Actividad MPL 0.4 ND ND ND ND 0.3 
       
Análisis molecular       
R49X +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ 
G204S -/- -/- -/- -/- -/- -/- 
       
Otras mutaciones       
Q12X-AMPD1 -/- +/- +/- -/- -/- +/+ 
V: varón; M: mujer; PAS: Acido peryódico de Schiff, histoquímica para glucógeno; MPL: miofosforilasa; 
ND: indetectable; A: ausencia de tinción en la reacción histoquímica de MPL. Q12X-AMPD1: mutación 
Q12X en el gen para mioadenilato desaminasa; NR: no realizado; S: muestra de sangre; +/+: mutación 
presente en ambos alelos; -/-: mutación ausente; +/-: mutación presente en un único alelo. 
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Tabla XI (Cont). Hallazgos clínicos, histológicos, bioquímicos y moleculares en 
pacientes con enfermedad de McArdle. 
 
 Pacientes 7 8 9 10 11 12 
       
Clínica       
Sexo M V V M V V 
Edad de inicio 14 19 14 AS 6 18 
Edad actual 16 21 17 6 13 39 
CK en reposo 1700 NR 1150 300 1440 1800 
Curva isquémica de lactato Plana Plana Plana Plana Plana NR 
Mioglobinuria NO NO SI NO NO SI 
       
Histología       
PAS S S + S + + 
Histoquímica MPL S S A S A A 
       
Análisis Bioquímico       
Actividad MPL S S ND S ND ND 
       
Análisis molecular       
R49X +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ 
G204S -/- -/- -/- -/- -/- -/- 
       
Otras mutaciones       
Q12X-AMPD1 -/- -/- +/- -/- +/+ -/- 
V: varón; M: mujer; PAS: Acido peryódico de Schiff, histoquímica para glucógeno; MPL: miofosforilasa; 
ND: indetectable; A: ausencia de tinción en la reacción histoquímica de MPL; Q12X-AMPD1: mutación 
Q12X en el gen para mioadenilato desaminasa; AS: asintomático; NR: no realizado; S: muestra de 
sangre; +/+: mutación presente en ambos alelos; -/-: mutación ausente; +/-: mutación presente en un 
único alelo. 
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Tabla XI (Cont.). Hallazgos clínicos, histológicos, bioquímicos y moleculares en 
pacientes con enfermedad de McArdle. 
 
 Pacientes 13 14 15 16 17 18 
       
Clínica       
Sexo M V V V V M 
Edad de inicio 50 46 22 10 AS 27 
Edad actual 54 59 23 20 10 30 
CK en reposo 700 400 1800 1500 300 600 
Curva isquémica de lactato Plana Plana Plana Plana Plana Plana 
Mioglobinuria NO SI SI SI NO SI 
       
Histología       
PAS + S + + S S 
Histoquímica MPL A S A A S S 
       
Análisis Bioquímico       
Actividad MPL ND S ND ND S S 
       
Análisis molecular       
R49X +/+ +/+ -/- +/- +/- +/- 
G204S -/- -/- +/+ -/+ -/+ -/+ 
       
Otras mutaciones       
Q12X-AMPD1 -/- -/- -/- +/- -/- -/- 
V: varón; M: mujer; PAS: Acido peryódico de Schiff, histoquímica para glucógeno; MPL: miofosforilasa; 
ND: indetectable; A: ausencia de tinción en la reacción histoquímica de MPL ; Q12X-AMPD1: mutación 
Q12X en el gen para mioadenilato desaminasa; AS: asintomático; NR: no realizado; S: muestra de 
sangre; +/+: mutación presente en ambos alelos; -/-: mutación ausente; +/-: mutación presente en un 
único alelo. 
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Tabla XI (Cont.). Hallazgos clínicos, histológicos, bioquímicos y moleculares en 
pacientes con enfermedad de McArdle. 
 
 Pacientes 19 20 21 22 23 24 
       
Clínica       
Sexo V V V M V M 
Edad de inicio 37 10 18 20 17 10 
Edad actual 38 17 34 38 28 29 
CK en reposo 1200 900 NR 1800 1350 1400 
Curva isquémica de lactato NR Plana NR Plana Plana Plana 
Mioglobinuria SI SI NO NO NO SI 
       
Histología       
PAS + S S + S NR 
Histoquímica A S S A S A 
       
Análisis Bioquímico       
Actividad MPL 0,4 S S ND S ND 
       
Análisis molecular       
R49X -/- +/- +/- +/- +/- +/- 
G204S -/- -/- -/- -/- -/- -/- 
Otras mutaciones W797R
+/+ 
W797R
-/+ 
W797R
-/+ 
T487N 
-/+ 
T487N 
-/+ 
A703V 
-/+ 
Q12X-AMPD1 -/- -/- +/- -/- -/- -/- 
V: varón; M: mujer; PAS: Acido peryódico de Schiff, histoquímica para glucógeno; MPL: miofosforilasa; 
ND: indetectable; A: ausencia de tinción en la reacción histoquímica de MPL ; Q12X-AMPD1: mutación 
Q12X en el gen para mioadenilato desaminasa; NR: no realizado; S: muestra de sangre; +/+: mutación 
presente en ambos alelos; -/-: mutación ausente; +/-: mutación presente en un único alelo. 
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Tabla XI (Cont.). Hallazgos clínicos, histológicos, bioquímicos y moleculares en 
pacientes con enfermedad de McArdle. 
 
 Pacientes 25 26 27 28 29 30 
       
Clínica       
Sexo V V V M M M 
Edad de inicio 16 12 16 18 22 42 
Edad actual 22 18 49 30 22 44 
CK en reposo 700 2000 1200 900 700 600 
Curva isquémica de lactato NR Plana Plana Plana Plana NR 
Mioglobinuria SI SI SI NO SI NO 
       
Histología       
PAS + + + + NR + 
Histoquímica MPL A A A A A A 
       
Análisis Bioquímico       
Actividad MPL 0,3 0,4 ND ND ND ND 
       
Análisis molecular       
R49X -/- -/- +/- +/- +/- +/- 
G204S -/- -/- -/- -/- -/- -/- 
Otras mutaciones A659D 
+/+ 
R193W
794/795
delAA 
+/+ 
533delA
-/+ 
 
533delA 
-/+ 
 
R601W 
-/+ 
Q754X 
-/+ 
Q12X-AMPD1 -/- -/- -/- -/- -/- -/- 
V: varón; M: mujer; PAS: Acido peryódico de Schiff, histoquímica para glucógeno; MPL: miofosforilasa; 
ND: indetectable; A: ausencia de tinción en la reacción histoquímica de MPL ; Q12X-AMPD1: mutación 
Q12X en el gen para mioadenilato desaminasa; NR: no realizado; +/+: mutación presente en ambos 
alelos; -/-: mutación ausente; +/-: mutación presente en un único alelo. 
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Tabla XI (Cont.). Hallazgos clínicos, histológicos, bioquímicos y moleculares en 
pacientes con enfermedad de McArdle. 
 
 Pacientes 31 32 33 34 35 36 
       
Clínica       
Sexo M M V M V M 
Edad de inicio 15 55 18 14 18 10 
Edad actual 16 60 20 21 19 56 
CK en reposo 500 700 3000 1000 800 1100 
Curva isquémica de lactato Plana NR NR Plana Plana Plana 
Mioglobinuria NO NO SI NO SI NO 
       
Histología       
PAS + NR NR NR NR NR 
Histoquímica MPL A A A A A A 
       
Análisis Bioquímico       
Actividad MPL ND ND ND ND ND ND 
       
Análisis molecular       
R49X -/- +/- +/- -/- -/- +/- 
G204S -/- -/- -/- -/- -/- -/- 
Otras mutaciones 5’ivs14 
+/+ 
E348K 
-/+ 
753delA
-/+ 
753delA 
-/+ 
387 i/d*  
-/+ 
753delA 
-/+ 
387 i/d* 
-/+ 
R323G 
-/+ 
Q12X-AMPD1 -/- -/- -/- -/- -/- -/- 
V: varón; M: mujer; PAS: Acido peryódico de Schiff, histoquímica para glucógeno; MPL: miofosforilasa; 
ND: indetectable; A: ausencia de tinción en la reacción histoquímica de MPL ; Q12X-AMPD1: mutación 
Q12X en el gen para mioadenilato desaminasa; NR: no realizado; +/+: mutación presente en ambos 
alelos; -/-: mutación ausente; +/-: mutación presente en un único alelo. * 387 i/d: mutación 387 insA/del 8 
pb. 
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Tabla XI (Cont.). Hallazgos clínicos, histológicos, bioquímicos y moleculares en 
pacientes con enfermedad de McArdle. 
 
 Pacientes 37 38     
       
Clínica       
Sexo V V     
Edad de inicio 49 52     
Edad actual 59 52     
CK en reposo 2000 1700     
Curva isquémica de lactato NR NR     
Mioglobinuria NO SI     
       
Histología       
PAS NR +     
Histoquímica MPL A A     
       
Análisis Bioquímico       
Actividad MPL ND ND     
       
Análisis molecular       
R49X -/- -/-     
G204S -/- -/-     
Otras mutaciones W797R
+/+ 
E124X 
+/+ 
    
Q12X-AMPD1 -/- -/-     
V: varón; M: mujer; PAS: Acido peryódico de Schiff, histoquímica para glucógeno; MPL: miofosforilasa; 
ND: indetectable; A: ausencia de tinción en la reacción histoquímica de MPL ; Q12X-AMPD1: mutación 
Q12X en el gen para mioadenilato desaminasa; NR: no realizado; +/+: mutación presente en ambos 
alelos; -/-: mutación ausente; +/-: mutación presente en un único alelo. 
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1.2.2. Análisis de secuenciación 
 Los 20 pacientes con enfermedad de McArdle que no pudieron ser caracterizados 
molecularmente de forma definitiva mediante el análisis de las mutaciones R49X y G204S 
fueron sometidos a análisis de secuenciación directa del gen PYGM. En 12 pacientes que 
resultaron heterocigotos para la mutación R49X se buscó la mutación en el otro alelo y en 
los 8 pacientes restantes se trato de identificar la mutación en ambos alelos. Así se 
secuenciaron 28 alelos, en los que se demostró la presencia de las mutaciones que se 
describen a continuación. 
 
1.2.2.1. Mutaciones conocidas 
 Se encontraron dos mutaciones conocidas mediante análisis de secuenciación. En 
el paciente 31 se ha observado la mutación 5’ ivs14 g→a (primer nucleótido del intrón 14) 
en sus dos alelos, descrita por Tsujino y cols (67) y posteriormene encontrada por Bruno 
y cols. (71) en otra familia. El caso 33, heterocigoto para la mutación R49X, presentó en 
el exón 18 de su otro alelo la mutación 753 delA, descrita por Kubisch y cols. (73). Dicha 
mutación además la presentaron dos hermanos, pacientes 34 y 35, en heterocigosis (Fig. 
31). 
 
1.2.2.2. Nuevas mutaciones  
 Se han encontrado 13 nuevas mutaciones  (Tablas XI y XII): dos microdeleciones 
(533 delA y 794/795 delAA), una inserción/deleción - “indel”- (387 insA/del 8pb), dos 
mutaciones “sin sentido” (E124X y Q754X) y ocho mutaciones “de sentido equivocado” 
(R193W, R323G, E348K, T487N, R601W, A659D, A703V y W797R) (Fig. 31). 
 
i) Mutación E124X 
 En el paciente 38 el análisis de secuenciación reveló una transversión G → T en 
homocigosis en el exón 3 (Fig. 32) que implica la sustitución de un triplete que codifica 
glutamato (GAA) por un codon de parada de lectura (TAA) en la posición 124 (E124X), lo 
que conduce a la síntesis de una proteína de un tamaño muy reducido. Dicha mutación 
se confirmó mediante un método PCR-PIRA utilizando el cebador modificado 
denominado 124F (5’-TCA CTC CTC CAG CTG GGC CTG GAC ATG GAG GAG CCT 
GA-3’) y el oligonucleótido 4R, amplificando un fragmento de 355 pb que al ser digerido 
con el enzima de restricción Sau I (5’-CC↓TNAGG-3’) genera dos fragmentos de 320 y 35 
pb cuando existe un alelo normal Glu-124, permaneciendo como tal en presencia de un 
alelo mutado Stop-124 (Fig. 32).  
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   1            2 3  4      5       6 7     8        9    10   11      12     13    14   15 16       17                   18  19  20 
M0L 
M0V 
R49X 
E540X
K542T
R575X
15 G→TT 
L396P
W361X 
E654K
Q665E N684Y G685R
708/709 delTTC
G204S 
L291P L115P 
5’ ivs 14
g → a 
753 delA 
510 delG
Figura 31. Localización de las mutaciones en el gen PYGM asociadas con enfermedad de
McArdle. 
En rojo se indican las nuevas mutaciones observadas durante esta tesis. En verde se representan las mutaciones
encontradas en esta tesis previamente descritas. Los rectángulos representan a los exones. Las zonas de color rosa 
indican las regiones no traducibles. ivs: intrón; del: deleción; ins: inserción. 
E124X 
533 delA
387 insA/del 8pbR193W 
T487N
R601W
A659D 
A703V
Q754X 
794/795 delAA
W797R
R323G 
E348K 
320 pb 
355 pb 
35 pb 
*
Figura 32. Mutación E124X en el gen PYGM. 
A) Análisis de secuenciación directa donde la sutitución G→T en el codon 124 es indicada por un asterisco. B) PCR-
PIRA con Sau I en gel de agarosa al 3% (ver explicaciones en el texto); calle 1: paciente 38, homocigoto para E124X,
calle 2: control.  C) Comparación de las secuencias nucleotídica y aminoacídica de los alelos normal y mutado. Los
residuos mutados son destacados en color rojo. 
A) B)
C) 
Codon  121  122  123  124  125  126 
  E    L   E    E    I    E  
Normal G A G  C T G G A G  G A A  A T T  G A G
Mutado G A G  C T G G A G  T A A         
  E    L   E    X          
1 2 
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ii) Alelo mutado R193W -794/795 delAA  
 En el paciente 26 se descubrieron dos mutaciones, ambas en homocigosis. Una 
de ellas consiste en una transición C → T en el exón 5 que produce la sustitución de un 
resíduo de arginina (CGG) por uno de triptofano (TGG) en la posición 193 (R193W). La 
presencia de la mutación se confirmó mediante PCR-RFLP utilizando los cebadores 5F y 
5R. El producto amplificado de 371 pb fue digerido con el enzima de restricción Msp I (5’-
C↓CGG-3’), formandose tres fragmentos de 197 pb, 141 pb y 33 pb cuando existe un 
alelo Arg-193, y únicamente dos fragmentos de 338 pb y 33 pb en presencia del alelo 
mutado Trp-193 (Fig. 33).  
 La otra mutación encontrada en el paciente 26 es una microdeleción homocigótica 
de dos nucleótidos de adenina situados en la unión de los codones 794 y 795 (794/795 
delAA) pertenecientes al exón 20. Esto produce una mutación “fuera de fase” 
desplazando la pauta de lectura del código genetico, lo cual conduce a la aparición de un 
nuevo codon de fin de la traducción en el triplete 813. La mutación predice por tanto la 
síntesis de una proteína truncada de menor tamaño, con 29 aminoácidos menos, en el 
extremo carboxiterminal (Fig. 34). Esta deleción se comprobó mediante análisis de PCR-
RFLP, amplificando un fragmento de 507 pb utilizando los cebadores 19F y 20R, que es 
dividido en dos fragmentos de 342 pb y 165 pb en presencia de un alelo normal cuando 
se trata con el enzima de restricción Ava I (5’-C↓YCGRG-3’). La deleción crea un nuevo 
sitio de restrición para Ava I, de forma que el fragmento de 342 pb es digerido por el 
enzima en dos productos de 262 pb y 78 pb (este fragmento es 2 pb más corto debido a 
la delección) cuando existe un alelo delecionado (Fig. 34). 
 
iii)Mutación R323G  
 En el paciente 36, heterocigoto para la mutación R49X, se observó en el otro alelo 
una transversión C → G en el exón 8 que provoca la sustitución de arginina (CGC) por 
glicina (GGC) en el codon 323. La presencia de la mutación se comprobó mediante 
análisis de PCR-RFLP utilizando los cebadores 8F y 8R para amplificar un fragmento de 
262 pb que en presencia del alelo normal Arg-323 es digerido con el enzima de 
restricción Hha I (5’-GCG↓C-3’) en dos de 180 pb y 82 pb, permaneciendo inalterado si 
existe el alelo mutado Gly-323 (Fig. 35). 
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141 pb
33 pb
371 pb
197 pb
338 pb
1 2 3 
B)A) 
C) 
Codon  190  191  192  193  194  195 
  E    K   A   R   P    E  
Normal G A G  A A G G C C C G G C C C  G A G
Mutado G A G  A A G G C C T G G C C C  G A G
  E    K   A   W   P    E  
Figura 33. Mutación R193W en el gen PYGM. 
A) Análisis de secuenciación directa donde la sutitución C→T en el codon 193 es indicada por un asterisco. B) PCR-
RFLP con Msp I en gel de agarosa al 2% (ver explicaciones en el texto); calle 1: paciente 26, homocigoto para
R193W, calle 2: producto de PCR sin digerir, calle 3: control. C) Comparación de las secuencias nucleotídica y
aminoacídica de los alelos normal y mutado. Los residuos mutados en color rojo. 
165 pb 
78 pb
507 pb
262 pb
342 pb
1 2 3 
Codon  793  794  795  796  797  798  799 
  N    P   R   E   W   T    R  
Normal A A C  C C A A G A G A G T G G A C G  C G G
Mutado A A C  C C G A G A G T G G A C G C G  G A T
  N    P   R   V   D   A    D  
 
Codon  800  801    811  812  813  814 
  M    V      F   S   S    D  
Normal A T G  G T G .. ... ... T T C T C C A G T  G A C 
Mutado G G T  G A T .. ... ... C T C C A G T G A     
  G    D      L   Q   X      
C) 
B)
Figura 34. Mutación 794/795 delAA en el gen PYGM. 
A) Análisis de secuenciación directa donde se puede observar la secuencia del exón 20 con la deleción del par de
adeninas vs la secuencia del mismo fragmento en un sujeto control (la deleción de dos adeninas se reseña en el
círculo) B) PCR-RFLP con Ava I en gel de agarosa al 1,5 % (ver explicaciones en el texto); calle 1: producto de PCR
sin digerir, calle 2: paciente 26, homocigoto para la microdeleción, calle 3: control. C) Comparación de las
secuencias nucleotídica y aminoacídica de los alelos normal y mutado. La deleción conduce a un desplazamiento de
la pauta de lectura del código genético cuyo resultado es la aparición de un codon de terminación en el triplete 813. 
A) Secuencia delecionada 
Secuencia normal 
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iv) Mutación E348K 
El paciente 32, heterocigoto para la mutación R49X, presentó una transversión 
G→A heterocigota en el exón 9 (Fig. 36), que conduce a la sustitución de glutamato 
(GAG) por lisina (AAG) en el codon 348. La mutación se comprobó mediante análisis de 
PCR-RFLP utilizando los cebadores 9F y 9R con los que se amplificó un fragmento de 
292 pb que en presencia del alelo normal Glu-348 es digerido con el enzima de 
restricción Ava I en tres fragmentos de 158 pb, 92 pb y 42 pb. En presencia del alelo 
mutado Lys-348 se destruye un sitio de restricción para Ava I, obteniendose dos 
fragmentos de 250 pb y 42 pb (Fig. 36). 
 
 
 
 
 
 
 
 
C) 
B)A) 
82 pb
180 pb
262 pb
*
1 2 3 
Codon  320  321  322  323  324  325 
  D   P   V   R   T    N  
Normal G A T C C C G T G C G C A C G  A A C 
Mutado G A T C C C G T G G G C C T G  A T G 
  D   P   V   G   L    M  
Figura 35. Mutación R323G en el gen PYGM. 
A) Análisis de secuenciación directa donde la sutitución C→G en el codon 323 es indicada por un asterisco. B) 
PCR-RFLP con Hha I en gel de agarosa al 2% (ver explicaciones en el texto); calle 1: producto de PCR sin 
digerir, calle 2: control, calle 3: paciente 36, heterocigoto para R323G. C) Comparación de las secuencias
nucleotídica y aminoacídica de los alelos normal y mutado. Los residuos mutados en color rojo. 
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v) Mutación 387 insA/del 8 pb 
 En los pacientes 34 y 35, que son hermanos, se identifico la mutación 753delA en 
uno de sus alelos, y en el otro se observó una mutación compleja en el exón 10, que 
consiste en la inserción de una adenina antes del comienzo del codon 387 combinada 
con una deleción de un “elemento simétrico” de 8 pb (5’-TGGCCGGT-3’) pertenecientes a 
los tripletes 387, 388 y 389. La secuenciación del fragmento correspondiente al exón 10 
mostró una superposición de picos en el electroforegrama a partir de cierta base tanto en 
dirección directa como reversa, lo que sugería la existencia de una inserción o deleción 
en heterocigosis de unos 7-8 pb de bases. Para secuenciar el alelo con dicha alteración 
molecular se digirió el fragmento con el enzima de restricción Msp I (5’-GGCC-3’) que 
cortaría en esos 7-8 pb (es decir, si existiera una deleción de esa secuencia nucleotídica, 
el enzima únicamente cortaría en el alelo que no llevara la deleción y no lo haría en el 
alelo problema). Debido a que Msp I, contiene además otro sitio de reconocimiento en 
este fragmento de 284 pb, tras la digestión del mismo se obtendrían tres fragmentos de 
143 pb, 81 pb y 60 pb en un alelo no delecionado, mientras que en el mutado se 
obtendrían únicamente dos fragmentos de aproximadamente de 218 pb y 60 pb (Fig. 37). 
Así, tras la digestión enzimática se separararon los fragmentos en un gel de agarosa de 
bajo punto de fusión al 2%, pudiendose aislar, purificar y secuenciar con el cebador 10F 
el fragmento de aproximadamente 218 pb, obteniendo como resultado la presencia de 
158 pb
92 pb
42 pb
250 pb
292 pb
*
Codon 345  346  347  348  349  350 
  A    I   P   E   L    M  
Normal G C C  A T C C C C G A G C T G  A T G 
Mutado G C C  A T C C C C A A G C T G  A T G 
  A    I   P   K   L    M  
Figura 36. Mutación E348K en el gen PYGM. 
A) Análisis de secuenciación directa donde la sutitución G→A en el codon 348 es indicada por un asterisco. B) 
PCR-RFLP con Ava I en gel de agarosa al 2% (ver explicaciones en el texto); calle 1: producto de PCR sin 
digerir, calle 2: paciente 32, heterocigoto para E348K, calle 3: control. C) Comparación de las secuencias
nucleotídica y aminoacídica de los alelos normal y mutado. Los residuos mutados en color rojo. 
1 2 3 
C) 
B)A) 
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una inserción de una adenina combinada con una deleción de 8 pb. (Fig. 37). Esta 
mutación produce un desplazamiento en el código de lectura que conduce a la aparición 
de un nuevo codon de terminación en la posición 420. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
vi) Mutación T487N 
 En los pacientes 22 y 23 que son hermanos heterocigotos para R49X se observó 
una transversión C → A en el exón 12 del otro alelo (Fig. 38) que conlleva la sustitución 
de un residuo treonina (ACC) por uno de asparragina (AAC) en el codon 487. La 
presencia de la mutación se comprobó mediante un método PCR-PIRA utilizando el 
cebador modificado 487F (5’-TGA GCT GGA GCC TCA TAA GTT CCA GAA TAA GAC 
ins A 
del 8 
143 pb 
81 pb 
60 pb 
217 pb 
Secuencia normal 
Secuencia fragmento 217 pb 
*
C) 
B)A) 
Codon  385  386  387  388  389  390  391 
  E    R   W   P   V   H    L  
Normal C A G  C G C T G G C C G G T G C A C  C T C
Mutado C A G  C G C A G C A C C T C T T G G  A G A
  E    R   S   T   S   W    R  
 
Codon  392  - - -  419   420  421   422  423 
  L   - - -  P   G   D   V    D  
Normal T T G  - - - C C A G G G G A C G T A  G A C
Mutado C G C  - - - A C G T A G           
  R   - - -  T   X            
Figura 37. Mutación 387 insA/del 8pb en el gen PYGM. 
A) Análisis de secuenciación directa donde se puede observar la secuencia del exón 10 en el alelo con la inserción
de una adenina y la deleción del octanucleótido 5’-TGGCCGGT-3’ (secuencia del fragmento de 217 pb obtenido tras
digestión con Msp I vs secuencia del exón 10 perteneciente a un sujeto control). B) PCR-RFLP con Msp I en gel de
agarosa al 3 % (ver explicaciones en el texto); calle 1: control, calles 2 y 3: pacientes 34 y 35 respectivamente,
ambos heterocigotos para la mutación “indel”. C) Comparación de las secuencias nucleotídica y aminoacídica de los
alelos normal y mutado. La deleción conduce a un desplazamiento de la pauta de lectura del código genético cuyo
resultado es la aparición de un codon de terminación en el triplete 420. La microdeleción en rosa, la microinserción
en azul y los residuos aminoacídicos mutados en rojo. 
1 2 3 
RESULTADOS 
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CAA CGG CAT TA-3’) y el cebador 12R, para amplificar un fragmento de 180 pb que es 
dividido en dos fragmentos de 138 y 32 pb en presencia de el alelo mutado Asn-487 con 
el enzima de restricción Mse I (5’-T↓TAA-3’), lo que no ocurre cuando existe el alelo 
normal Thr-487 (Fig. 38). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
vii) Mutación 533 delA 
 En los pacientes 27 y 28, que son hermanos y heterocigotos para la mutación 
R49X, se encontró en el otro alelo una deleción de un nucleótido de adenina 
perteneciente al codon 533 (533 delA) en el exón 13. Esta alteración conlleva un 
desplazamiento de la pauta de lectura, activándose un nuevo triplete stop en el codon 
537 lo que predice la síntesis de una proteína severamente truncada en 305 aminoácidos 
del extremo carboxiterminal (Fig. 39). Esta deleción se confirmó mediante análisis de 
PCR-RFLP, amplificando un fragmento de 263 pb utilizando los cebadores 13F y 13R, 
que se fragmenta en dos de 210 pb y 53 pb en presencia de un alelo normal cuando se 
trata con el enzima de restricción Msl I (5’-CAYNN↓NNRTG-3’). La deleción crea un 
nuevo sitio de restrición para Msl I, de forma que el fragmento de restricción de 209 pb 
(fragmento 1 pb más corto debido a la delección) es digerido por el enzima en dos 
productos de 112 pb y 97 pb en presencia de un alelo delecionado (Fig. 39). 
 
1 2 3 
180 pb
138 bp
*
Codon 484  485  486  487  488  489  490 
    N    G   I   T   P   R    R  
Normal A A C  G G C A T C A C C C C T C G G  C G C
Mutado A A C  G G C A T C A A C C C T C G G  C G C
    N    G   I   N   P   R    R  
Figura 38. Mutación T487N en el gen PYGM. 
A) Análisis de secuenciación directa donde la sutitución C→A en el codon 487 es indicada por un asterisco. B) 
PCR-PIRA con Mse I en gel de agarosa al 2,5% (ver explicaciones en el texto); calle 1: control, calles 2 y 3:
pacientes 22 y 23 respectivamente, ambos heterocigotos para T487N. C) Comparación de las secuencias 
nucleotídica y aminoacídica de los alelos normal y mutado. Los residuos mutados en color rojo. 
C) 
B)A) 
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viii) Mutación R601W 
 El paciente 29 resultó heterocigoto compuesto para la mutación R49X y una 
nueva mutación, R601W, causada por una transición C → T en el exón 15 (Fig. 40) que 
produce la sustitución de arginina (CGG) por triptófano (TGG) en el codon 601. La 
presencia de la mutación se confirmó mediante análisis de PCR-RFLP utilizando los 
cebadores 15F y 16R con los que se amplificó un fragmento de 482 pb que tras 
tratamiento con el enzima de restricción Sty I (5’-C↓CWWGG-3’) es digerido en dos 
fragmentos de 418 y 64 pb en presencia del alelo normal Arg-601. Cuándo existe el alelo 
mutante Trp-601 se crea un nuevo sitio de restricción para Sty I digiriendose el fragmento 
de 418 pb en dos de 320 pb y 98 pb (Fig. 40). 
 
ix) Mutación A659D 
 En el paciente 25 se puso de manifiesto una transversión C → A homocigota en el 
exón 17 (Fig. 41), que produce la sustitución de un residuo alanina (GCT) por uno de 
aspartato (GAT) en el codon 659. La presencia de la mutación se comprobó mediante 
análisis de PCR-RFLP utilizando los cebadores 17F y 17R, con los que se amplificó un 
fragmento de 380 pb que es digerido con el enzima de restricción Pst I (5’-CTGCA↓G-3’) 
C) 
B)A) 
Figura 39. Mutación 533 delA en el gen PYGM. 
A) Análisis de secuenciación directa: la flecha indica la posición donde comienza un solapamiento de secuencias.
Este hecho sugiere la presencia de una microlesión en heterocigosis, que en este caso es la deleción de una
adenina. B) PCR-RFLP con Msl I en gel de agarosa al 2,5 % (ver explicaciones en el texto); calle 1: producto de
PCR sin digerir, calles 2 y 3: pacientes 27 y 28 respectivamente, ambos heterocigotos para 533 delA, calle 4:
control. C) Comparación de las secuencias nucleotídica y aminoacídica de los alelos normal y mutado. El
nucleótido delecionado, adenina, provoca un desplazamiento de la pauta de lectura que conduce a la aparición de
un triplete de terminación en el codon 537. Los residuos aminoacídicos mutados en color rojo. 
210 pb
112 + 97 pb
53 bp
263 pb
Codon   533  534  535  536  537  538 
   D    V   A   K   V    K  
Normal  G A T  G T G G C C A A A G T G  A A G 
Mutado  G T G  T G G C C A A A G T G A     
   V    W   P   K   X      
1 2 3 4 
RESULTADOS 
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en dos fragmentos de 289 y 91 pb en presencia del alelo normal Ala-659, y no es digerido 
cuando existe el alelo mutante Asp-659 (Fig. 41). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
320 pb
98 pb
64 bp
418 pb*
Figura 40. Mutación R601W en el gen PYGM. 
A) Análisis de secuenciación directa donde la sutitución C→T en el codon 601 es indicada por un asterisco. B) 
PCR-RFLP con Sty I en gel de agarosa al 1.5 % (ver explicaciones en el texto); calle 1: paciente 29,
heterocigoto para R601W, calle 2: control. C) Comparación de las secuencias nucleotídica y aminoacídica de 
los alelos normal y mutado. Los residuos mutados en color rojo. 
C) 
B)A) 
Codon  599  600  601  602  603  604 
  V    P   R   T   V    M  
Normal G T G  C C T C G G A C T G T G  A T G 
Mutado G T G  C C T T G G A C T G T G  A T G 
  V    P   W   T   V    M  
1 2 
Figura 41. Mutación A659D en el gen PYGM. 
A) Análisis de secuenciación directa donde la sutitución C→A en el codon 659 es indicada por un asterisco. B)
PCR-RFLP con Pst I en gel de agarosa al 1.5 % (ver explicaciones en el texto); calle 1: producto de PCR sin
digerir, calle 2: paciente 25, homocigoto para A659D, calle 3: control. C) Comparación de las secuencias
nucleotídica y aminoacídica de los alelos normal y mutado. Los residuos mutados en color rojo. 
C) 
B)A) 
Codon  657  658  659  660  661  662 
     I   P   A   A   D    L  
Normal  A T C C C A G C T G C A G A C  C T C 
Mutado  A T C C C A G A T  G C A G A C  C T C 
     I   P   D   A   D    L  
380 pb
289 bp
91 bp
*
1 2 3 
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x) Mutación A703V 
 En el paciente 24, que era heterocigoto para R49X, se observó una transición 
C→T en el exón 17 del otro alelo (Fig. 42) que produce la sustitución de un residuo 
alanina (GCG) por uno de valina (GTG) en el codon 703. La presencia de la mutación se 
comprobó mediante método PCR-PIRA utilizando el cebador 17F y el cebador modificado 
denominado 703R (5’-CTC CAC CCG CAT GCC AAA GAT GAA GAA GTT TTC CTC 
TCGC-3’). El fragmento amplificado de 259 pb es digerido con el enzima de restricción 
Hha I (5’-GCG↓C-3’) en dos fragmentos de 220 y 39 pb cuando existe un alelo normal 
Ala-703, permaneciendo como tal en presencia de un alelo mutado Val-703 (Fig. 42).  
 
xi) Mutación Q754X 
 En el paciente 30, que era heterocigoto para R49X, se identificó una transición 
C→T en el exón 18 del otro alelo (Fig. 43) que produce una mutación “sin sentido” al ser 
sustituido un triplete que codifica para glutamina (CAG) por un codon stop (TAG) en el 
codon 754. Esta alteración predice la biosíntesis de una proteína en la que se habrán 
eliminado 88 aminoacidos de su extremo carboxiterminal. La mutación se comprobó 
mediante PCR-PIRA utilizando el cebador 18F y el cebador modificado 754R (5’-ATC 
TTG ACA ATG TCC TTG AAC AGG TCG GGA T-3’). El fragmento amplificado de 219 pb 
es digerido con el enzima de restricción Fok I (5’-GGATGN9/13↓ -3’) en dos fragmentos de 
179 y 40 pb cuando existe un alelo normal Glu-754, permaneciendo como tal en 
presencia de un alelo mutado Stop-754 (Fig. 43).  
  
xii) Mutación W797R 
 En los pacientes 19 y 37 se puso de manifiesto en homocigosis una transición 
T→C (Fig. 44) que conlleva la sustitución del aminoácido triptófano (TGG) por un residuo 
de arginina (CGG) en la posición 797 del exón 20. Dicha mutación también se encontró 
en forma de heterocigosis “compuesta” en otros dos pacientes, los casos 20 y 21 que 
eran hermanos y heterocigotos para R49X. La mutación se confirmó mediante análisis 
PCR-PIRA utilizando el cebador 797F (5’-TTG TAC AAG GTG AGG GGT CCT-3’) y el 
cebador modificado 797R (5’-TTG ACC GAG GTG GCG ATG TTC CTT ATC ACC ATC 
CGC GTG C-3’), con los que se amplifica un fragmento de 174 pb que es digerido con el 
enzima de restricción Hha I (5’-GCG↓C-3’) en dos fragmentos de 135 y 39 pb en 
presencia del alelo mutado Arg-797 y que permanece intacto cuando el alelo es normal - 
alelo Trp-797 (Fig. 44). 
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Figura 42. Mutación A703V en el gen PYGM. 
A) Análisis de secuenciación directa donde la sutitución C→T en el codon 703 es indicada por un asterisco. B) 
PCR-PIRA con Hha I en gel de agarosa al 2,5 % (ver explicaciones en el texto); calle 1: producto de PCR sin 
digerir, calle 2: control, calle 3: paciente 24, heterocigoto para A703V. C) Comparación de las secuencias
nucleotídica y aminoacídica de los alelos normal y mutado. Los residuos mutados en color rojo. 
C) 
B)A) 
Codon   701  702  703  704  705  706 
      E   E   A   G   E    E  
Normal   G A A G A G G C G G G A G A G  G A A
Mutado   G A A G A G G T G G G A G A G  G A A
      E   E   V   G   E    E  
1 2 3 
220 pb
259 pb*
Figura 43. Mutación Q754X en el gen PYGM. 
A) Análisis de secuenciación directa donde la sutitución C→T en el codon 754 es indicada por un asterisco. B) 
PCR-PIRA con Fok I en gel de agarosa al 2,5 % (ver explicaciones en el texto); calle 1: producto de PCR sin 
digerir, calle 2: paciente 30, heterocigoto para Q754X, calle 3: control. C) Comparación de las secuencias
nucleotídica y aminoacídica de los alelos normal y mutado. Los residuos mutados en color rojo. 
C) 
B)A) 
Codon  751  752  753  754  755  756 
  S   P   K   Q   P    D  
Normal T C C C C C A A A C A G C C C  G A C 
Mutado T C C C C C A A A T A G        
  S   P   K   X         
1 2 3 
219 pb
179 pb
*
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1.2.3. Análisis genético-molecular familiar 
 En los pacientes con enfermedad de McArdle en los que se ha podido estudiar a 
miembros de la familia, se analizaron las mutaciones en ADN aislado a partir de muestras 
sanguíneas. En la figura 45 se muestran los resultados obtenidos en algunas de las 
familias estudiadas, en las que, de manera general, se puede observar la transmisión 
autosómica recesiva de los alelos analizados. 
 
1.2.4. Epidemiología molecular  
 En la tabla XII se muestran los alelos mutados del gen PYGM de los 38 pacientes 
estudiados. Las cuatro mutaciones más frecuentes en esta serie (R49X, W797R, G204S 
y 753delA) representan el 75% de los alelos identificados (65% - 85% de los alelos con 
un intervalo de confianza del 95%) (Fig. 46). Si se hubieran utilizado estas cuatro 
mutaciones como estrategia de rastreo molecular se habrían caracterizado 
definitivamente el 60% de los pacientes con enfermedad de McArdle (44% - 76% de los 
pacientes con un intervalo de confianza del 95%).  
Figura 44. Mutación W797R en el gen PYGM. 
A) Análisis de secuenciación directa donde la sutitución T→C en el codon 797 es indicada por un asterisco. B) 
PCR-PIRA con Hha I en gel de agarosa al 2,5 % (ver explicaciones en el texto); calle 1: control, calle 2: paciente
19, homocigoto para W797R, calle 3: paciente 20, heterocigoto para W797R. C) Comparación de las
secuencias nucleotídica y aminoacídica de los alelos normal y mutado. Los residuos mutados en color rojo. 
C) 
B)A) 
Codon 794  795  796  797  798  799 
    P    R   E   W   T    R  
Normal C C A  A G A G A G T G G A C G  C G G 
Mutado C C A  A G A G A G C G G A C G  C G G 
    P   R E R T    R  
1 2 3 
174 pb
135 pb
39 pb
*
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-/+
+/- 
-/- 
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-/- 
-/- 
R49X 
W797R
Figura 45. Análisis molecular en familias con enfermedad de McArdle 
Los símbolos negros indican pacientes con síntomas de la enfermedad. El número representa el paciente
correspondiente en la tabla XI. +/+ homocigoto, +/- heterocigoto, -/- normal para cada una de las mutaciones. En caso
de familias con dos mutaciones (heterocigosis compuesta) el status genético de cada miembro se representa en dos
filas cada una de las cuales se relaciona con las mutaciones indicadas en la parte superior de cada arbol familiar  
+/-
-/-
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Tabla XII. Alelos del gen PYGM identificados en 38 pacientes con enfermedad de 
McArdle pertenecientes a 31 familias. 
R49X 43 R324G * 1 533 delA * 2 A703V * 1 
E124X * 2 E348K * 1 5’ivs14 2 753 delA 3 
R193W *    + 
794/795 delAA * 
 
2 
 
387 insA/del8bp * 
 
2 
 
R601W * 
 
1 
 
Q754X * 
 
1 
G204S 5 T487N * 2 A659D * 2 W797R * 6 
* Alelos nuevos mutados encontrados en este estudio.  
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Figura 46 . Distribución porcentual de los cuatro alelos más frecuentes del gen PYGM 
en pacientes con enfermedad de McArdle. 
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2. Deficiencia de fosfofructoquinasa muscular 
 
2.1. Análisis bioquímico 
2.1.1. Variabilidad y valores de referencia 
Los resultados de la variabilidad analítica y biológica se muestran en la tabla XIII. 
Tabla XIII. Estudio de variabilidad del método de determinación 
de actividad de fosfofructoquinasa muscular 
 Imprecisión intradía Imprecisión intraindividual 
N 10 10 10 10 
X 34,5 9,7 45,9 27,7 
SD 1,88 0,61 4,42 3,10 
CV (%) 5,5 6,3 10 11 
N: número de determinaciones; X: media aritmética, SD: desviación estándar; 
CV:coeficiente de variación 
  
 Se han utilizado 19 individuos control para la obtención de valores de referencia 
de fosfofructoquinasa muscular. Los resultados obtenidos se reflejan en la tabla XIV. 
 
Tabla XIV. Valores de referencia de fosfofructoquinasa en tejido muscular 
Individuos 19 
Edad (X±SD) 29 ± 6 
 PFK muscular  
(µmol min-1 g tejido-1) 
X 35,7 
SD 8,8 
P97.5 49,5 
P50 35,8 
P2.5 23,0 
X: media artimética, SD: desviación estándar, 
P:percentil. 
 
 Teniendo en cuenta la variación biológica y el percentil 2,5 de los valores de 
referencia, se ha tomado 20,7 µmol min-1 g tejido-1 como valor de decisión en el 
diagnóstico de déficit de fosfofructoquinasa muscular. 
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2.1.2. Caracterización bioquímica 
 Se ha realizado la determinación de la actividad fosfofructoquinasa muscular a un 
total de 6 individuos con indicación clínica e histológica de padecer una deficiencia de 
fosfofructoquinasa en músculo esquelético siguiendo la estrategia diagnóstica planteada 
en los métodos (Fig. 13). En 3 de ellos la actividad PFK muscular fue indetectable y 
coincidieron con una ausencia de tinción en la reacción histoquímica de PFK. Los otros 3 
mostraron una actividad alrededor del 50% respecto al valor de decisión de déficit de 
PFK, y aunque presentaron tinción en la reacción histoquímica, ésta fue menos intensa, 
calificándose de tinción pálida. 
 Las principales caracteristicas clínicas, de laboratorio clínico e histólogicas de 
estos 6 pacientes, así como su actividad PFK en músculo esquelético, son mostradas en 
en la tabla XV. 
  
2.2. Caracterización genético-molecular 
2.2.1. Análisis de PCR-RFLP 
 Para intentar caracterizar molecularmente a alguno de los 6 pacientes con déficit 
bioquímico de PFK se estudió la mutación R39P en el exón 4 del gen PFKM. Se analizó 
únicamente esta mutación y no otras, por tres razones: (i) la gran variabilidad genética de 
esta enfermedad, (ii) la ausencia de una mutación predominante que permitiera un 
estudio de cribado mutacional preliminar, y (iii) por su descripción en homocigosis en un 
paciente de origen italiano (100) y en otro paciente, también italiano, que resultó ser un 
caso de “doble problema” junto a la mutación Q12X del gen AMPD1 (108), teniendo en 
cuenta la posibilidad de un origen étnico común a los españoles. La mutación R39P no se 
detectó en ninguno de los seis pacientes con déficit de PFK muscular estudiados (Fig. 
47). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
95 pb
65 pb
 30 pb
1 2 3 
Figura 47. PCR-RFLP de la mutación R39P en el gen PFKM. 
Calle 1: producto de PCR, calle 2: paciente 6 de la tabla XV, calle 3: control.  
Ver el apartado métodos para más explicaciones. 
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Tabla XV. Hallazgos clínicos, histológicos, bioquímicos y moleculares en pacientes 
con enfermedad de Tarui. 
 
 Pacientes 1 2 3 4 5 6 
       
Clínica       
Sexo V V V M V M 
Edad de inicio 17 12 9 16 11 6 
Edad actual 17 21 10 26 27 21 
CK en reposo 300 1060 1200 550 750 600 
Curva isquémica de lactato NR Plana Plana NR NR Plana 
Mioglobinuria NO SI NO NO SI NO 
       
Histología       
PAS + + NR + + NR 
Histoquímica PFK A A P  P P A 
       
Análisis Bioquímico       
Actividad PFK muscular ND ND 9,5 13,0 11,7 ND 
       
Análisis molecular       
R39P -/- -/- -/- -/- -/- -/- 
Q12X-AMPD1 +/- -/- -/- -/- -/- -/- 
V: varón; M: mujer; ND: indetectable; NR: no realizado; PAS: Acido peryódico de Schiff, histoquímica para 
glucógeno; PFK: fosfofructoquinasa; Q12X-AMPD1: mutación Q12X del gen para mioadenilato 
desaminasa; A: ausencia de tinción; P: reacción histoquímica calificada por el patólogo como pálida o 
ténue. 
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3. Deficiencia de mioadenilato desaminasa 
 
 Siguiendo la estrategia de caracterización bioquímico-molecular de intolerancias al 
ejercicio planteada en la sección metodológica (Fig. 13), la detección de pacientes con 
déficit de MADA se ha indagado a partir de datos clínicos, de laboratorio (especialmente 
de la curva de amonio en isquemia) y fundamentalmente a partir de datos histoquímicos, 
a causa de que en la institución dónde se ha realizado esta tesis la reacción histoquímica 
para MADA forma parte del protocolo de diagnóstico para la mayoría de las biopsias 
musculares que pertenecen a pacientes con sospecha de miopatía metabólica. Por este 
motivo, la reacción histoquímica para MADA se ha determinado durante 5 años en 400 
biopsias musculares, encontrandose 6 pacientes positivos para la misma (ausencia de 
tinción), que representa el 1,5% del total de biopsias con sospecha de miopatía 
metabólica (intervalo de confianza del 95%: 0,3%-2,7%). 
 En estos 6 pacientes con déficit histoquímico de MADA, se ha investigado la única 
mutación descrita, Q12X, del gen AMPD1, resultando todos ellos homocigotos (Fig. 47). 
Por otra parte, y dado el debate que actualmente existe sobre la patogenicidad de este 
déficit, en estos pacientes se realizaron estudios bioquímicos y genéticos adicionales que 
comprenden las actividades de los complejos de la cadena respiratoria mitocondrial, de 
miofosforilasa, fosfofructoquinasa y carnitina-palmitil transferasa en homogenado 
muscular, así como la tipificación de algunas mutaciones en el ADN mitocondrial y en los 
genes PYGM, PFKM y CPT2. Depués de llevar a cabo todos estos estudios se observó 
que 3 de estos pacientes contenían únicamente la mutación Q12X en el gen AMPD1; dos 
mostraban además, una deficiencia de miofosforilasa, resultando ambos homocigotos 
para la mutacion R49X del gen PYGM (pacientes 6 y 11 en la tabla XI); y el otro sujeto 
homocigoto para Q12X, cuyo fenotipo clínico predominante sugería una enfermedad 
mitocondrial, presentó la mutación heteroplásmica A3243G en el ARNt-Leu(UUR) en el 
ADN mitocondrial (Tabla XVI). 
 Como consecuencia de dicha controversia, se ha analizado la mutación Q12X en 
sujetos control para determinar la frecuencia de heterocigotos en nuestra población. Así, 
se encontraron 9 heterocigotos en 50 pacientes controles (edad X±SD: 34±5; 46% 
mujeres), es decir, enfermos sin patología muscular metabólica (10 con neoplasia, 10 con 
trastornos genitourinarios, 10 con diabetes, 10 con alteraciones hepáticas y 10 con 
enfermedades cardiovasculares), y 17 heterocigotos en 100 sujetos control seleccionados 
aleatoriamente del Servicio de Donantes de Sangre del Hospital 12 de Octubre de Madrid 
(edad X±SD: 36±6; 40% mujeres). En total, estos hallazgos representan el 17,3% , con 
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un intervalo de confianza del 95% de 11,3%-23,3% de heterocigosis en nuestra 
población. 
 
Tabla XVI. Hallazgos clínicos, histológicos, y moleculares en pacientes con 
deficiencia de mioadenilato desaminasa. 
 Pacientes 1 2 3 4 5* 6** 
       
Clínica       
Sexo V V V M V V 
Edad de inicio 20 8 30 40 6 8 
Edad actual 33 20 40 51 13 25 
Intolerancia al ejercicio† 1 1 1 0 2 3 
CK en reposo 420 280 370 100 1440 2200 
Curva isquémica de amonio plana plana plana plana plana plana 
Curva isquémica de lactato normal normal normal normal plana plana 
Mioglobinuria NO NO NO NO NO SI 
Otros hallazgos - - EMG-mp PEO 
DMHM 
- - 
Histología       
Histoquímica MADA A A A A A A 
Otros hallazgos - - - FRR - - 
       
Análisis molecular       
Q12X-AMPD1 +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ 
A3243G-ADNmt NR NR NR HTP  
60% (Mu) 
NR NR 
R49X-PYGM -/- -/- -/- -/- +/+ +/+ 
* paciente 11 y ** paciente 6 de la tabla XI; †grado de intolerancia al ejercicio: 0, ausente, 1, ligera, 2, 
moderada, 3 marcada; V: varón; M: mujer; MADA: mioadenilato desaminasa; A: ausencia de tinción 
histoquímica para MADA; Q12X-AMPD1: mutación Q12X del gen de la mioadenilato desaminasa; 
A3243G-ADNmt : mutación en el nucleotído 3243 del ARNt-Leu(UUR) en el ADN mitocondrial; R49X-PYGM: 
mutación R49X del gen de la miofosforilasa; EMG-mp: electromiograma con un patrón miopático; PEO: 
oftalmoplejía progresiva externa; DMHM: diabetes mellitus de herencia materna; FRR: fibras rojo -
rasgadas; +/+: mutación presente en ambos alelos; -/-: ausencia de mutación; NR: no realizada; HTP 60% 
(Mu): porcentaje de heteroplasmia de la mutación A3243G en tejido muscular.  
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4. Deficiencia de carnitina-palmitil transferasa 
 
4.1. Análisis bioquímico 
4.1.1. Variabilidad y valores de referencia. 
 Los resultados de la variabilidad analítica y biológica se muestran en la tabla XVII. 
 
Tabla XVII. Estudio de variabilidad del método intercambio 
isotópico para la determinación de actividad de CPT muscular 
 Imprecisión intradía Imprecisión intraindividual 
N 10 10 10 10 
X 0,36 0,23 0,48 0,30 
SD 0,032 0,030 0,068 0,051 
CV (%) 8,8 13,0 14,1 17,0 
N: número de determinaciones; X: media aritmética, SD: desviación estándar; 
CV:coeficiente de variación 
 
 Se han utilizado 30 individuos control para la obtención de valores de referencia 
de CPT muscular medida mediante el método de intercambio isotópico. Los resultados 
obtenidos se expresan en la tabla XVIII. 
 
 
 
127 pb
86 pb
41 pb
1 2 3 
Figura 47. PCR-PIRA de la mutación Q12X en el gen AMPD1.  
Calle 1: paciente 1 de la tabla XVI. Calle 2 : paciente 3 de la tabla XI, heterocigoto. Calle 3:
control. Calle 4: producto de PCR.  
Ver el apartado métodos para más explicaciones. 
4 
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Tabla XVIII. Valores de referencia de CPT en tejido muscular 
(método de intercambio isotópico) 
Individuos 30 
Edad (X±SD) 26 ± 5 
 CPT (nmol min-1 mg NCP-1) 
X 0,45 
SD 0,15 
P97.5 0,76 
P50 0,38 
P2.5 0,25 
X: media aritmética, SD: desviación estándar; P: percentil 
 
 En este estudio se ha utilizado 0,21 nmol min-1 mg NCP-1 como valor de decisión 
en el diagnóstico de déficit de CPT muscular, basandose en el percentil 2,5 de los valores 
de referencia y la variabilidad biológica intraindividual. 
 
4.1.2. Caracterización bioquímica. 
 En el ámbito clínico de las intolerancias metabólicas al ejercicio, los pacientes con 
signos y síntomas habituales de este tipo de deficiencias en los que se han descartado 
clínica e histoquímicamente los déficits de miofosforilasa, fosfofructoquinasa y 
mioadenilato desaminasa, se enfocan hacia un posible déficit de CPT muscular. Éste 
debe ser descartado debido a que no se dispone de una tinción histoquímica para CPT II. 
Por tanto, durante el desarrollo de esta tesis la actividad CPT muscular ha sido 
determinada a un total de 150 individuos con indicación clínica o histológica (por 
descarte) de padecer una deficiencia de CPT siguiendo la estrategia de caracterización 
bioquímico-molecular planteada en métodos (Fig. 13). De todos ellos se ha observado 
déficit de CPT en músculo esquelético en 14 individuos pertenecientes a 13 familias (los 
pacientes 9 y 10 son hermanos) (Tabla XIX). Esta cifra representa el 9,3 % de todos los 
individuos a los que se determinó CPT muscular, con un intervalo de confianza del 95% 
de 4,5 % a 14,1 %. (Fig. 48). 
 Los datos clínicos, de laboratorio e histólogicos más relevantes de estos 14 
pacientes, así como su actividad enzimática de CPT en músculo esquelético, se pueden 
observar en la tabla XIX. En cuatro de ellos (sujetos 1, 6, 13 y 15) el déficit de CPT II en 
tejido muscular fue comprobado utilizando además el método “forward” de determinación 
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de CPT, mediante el cual no se detectó actividad insensible a malonil-CoA en ninguno de 
ellos. 
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4.2. Caracterización genético-molecular 
4.2.1. Análisis de PCR-RFLP  
 Mediante esta metodología se han analizado tanto la mutación descrita más 
frecuentemente en estos pacientes, S113L en el exón 3 del gen CPT2, como otras 
mutaciones más raras tales como la mutación P50H (exón 1) y dos mutaciones del exón 
5, Y628S y R631C. El estudio se realizó en 16 pacientes, 14 con déficit bioquímico de 
CPT muscular, y 2 casos adicionales en los que no se practicó biopsia muscular y se 
aisló ADN a partir de muestras sanguíneas, que se consideraron déficits de CPT II por 
ser hermanos sintomáticos de pacientes con déficit bioquímico de CPT muscular (los 
casos 1 y 2, y, 3 y 4 son hermanos) (Tabla XIX). No se han tenido en cuenta los 
pacientes en los que únicamente se pudo obtener sangre, debido a que los datos clínicos 
o las pruebas de laboratorio no poseen la suficiente capacidad diagnóstica para sugerir 
un déficit probable de CPT, al contrario que en otras enfermedades (p. ej. curvas planas 
de lactato y amonio en las pruebas de isquemia).  
Figura 48 . Distribución porcentual de individuos en los que se ha realizado la 
determinación bioquímica de CPT en tejido muscular. 
N=150
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 En resumen, se han analizado, mediante despitaje mutacional, 16 pacientes 
pertenecientes a 13 familias diferentes (Tabla XIX), de los cuales ninguno presentó las 
mutaciones R631C y Y628S. En un único paciente se encontró de forma heterocigota la 
mutación P50H (Fig. 49). El alelo His-50 contenía el polimorfismo V368I, pero no el 
M647V, es decir era un alelo IHM (188). La mutación S113L (Fig. 49) se observó en los 
dos alelos (homocigosis) de 10 pacientes, y en heterocigosis en cuatro (Fig. 50). Todos 
los alelos Leu-113 conteían los polimorfismos V368I y M647V, alelos ILV (191). No se 
demostró la presencia de heterocigotos compuestos análizando estas cuatro mutaciones. 
Utilizando esta metodología se caracterizaron 25 de los 32 alelos analizados, es decir el 
78 % de los mismos, correspondiendo el 75% a la mutación S113L (intervalo de 
confianza al 95% = 60%-90%) (Fig. 50). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.2.2. Análisis de secuenciación 
 Los 6 pacientes con deficiencia de CPT que no pudieron ser caracterizados 
molecularmente de forma definitiva mediante el análisis de las cuatro mutaciones citadas 
en el apartado anterior, es decir 5 pacientes con un sólo alelo identificado (4 con la 
mutación S113L y uno con la mutación P50H) y un paciente en el que no se identificó 
ningún alelo mutado (Tabla XIX), fueron sometidos a análisis de secuenciación directa del 
gen CPT2. Se han secuenciado 7 alelos que presentaron las mutaciones que se 
describen a continuación (Fig. 51). 
 
 
 
 
167 pb
30 pb
130 pb
1 2 3 4 1 2 3 
138 pb
99 pb
A) B)
Figura 49. Análisis de las mutaciones S113L (panel A) y P50H (panel B) en el gen CPT2 
mediante PCR-PIRA.  
Panel A: calle 1: producto de PCR, calle 2: paciente heterocigoto para S113L, calle 3: control, calle 4: 
paciente homocigoto para S113L. Panel B: calle1:producto de PCR; calle 2: paciente heterocigoto para 
P50H, calle 3: control. Ver el apartado métodos para más explicaciones. 
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Figura 50. Análisis de cribado molecular utilizando las mutaciones S113L, P50H, Y628S y R631C 
en 16 pacientes con déficit de CPT. A) distribución alélica , B) distribución porcentual de 
pacientes .  
HT: heterocigoto, HM: homocigoto; HTC: heterocigoto compuesto; NI: no identificado; ?: mutación desconocida. 
Figura 51. Localización de mutaciones en el gen CPT2 asociadas con deficiencia de CPT II. 
En rojo se indican las nuevas mutaciones identificadas en esta tesis. En verde se representan las mutaciones
encontradas en esta tesis previamente descritas. Los rectángulos representan a los exones. Las zonas de color rosa
indican las regiones no traducibles. ins: inserción; del: deleción; dup: duplicación; pb: pares de bases. 
 
A) B)
            1                          2         3                   4                                              5 
S113L 
R151Q 
P50H
178 insT/del 25 pb 
Y628S
P604S
R631C
G549D Q550R 
D553N
R503C 
11 pb dup
F448LF383Y
413 delAG E487K
Y479F
M214T
P227L
E174K 
36/38 insGC 
Y120C
I502T 
R124X 
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Tabla XIX. Hallazgos clínicos, histológicos, bioquímicos y moleculares en pacientes 
con deficiencia de carnitina-palmitil transferasa II. 
 
 Pacientes 1 2 3 4 5 6 
       
Clínica       
Sexo V M V M M M 
Edad de inicio 12 14 8 14 24 17 
Edad actual 37 26 10 18 41 32 
Mioglobinuria SI NO SI NO SI SI 
       
Histología       
Hallazgos relevantes Lípidos - - - - - 
       
Análisis Bioquímico       
Actividad CPT muscular* 
 
0,10** S 0,03 S 0,08 0,20** 
       
Análisis molecular       
S113L +/- +/- +/+ +/+ -/- +/+ 
P50H -/- -/- -/- -/- -/- -/- 
Otras mutaciones CPT2 Y120C 
+/- 
Y120C 
+/- 
  I502T 
+/+ 
 
Alelos mutados ILV  
ICV 
ILV  
ICV 
ILV 
ILV 
ILV 
ILV 
ITM 
ITM 
ILV 
ILV 
Q12X-AMPD1 -/- -/- -/- -/- -/- -/- 
V: varón; M: mujer; Q12X-AMPD1: mutación Q12X del gen para mioadenilato desaminasa; S: muestra 
sanguínea . * Método de intercambio isotópico (nmol min-1 mg NCP-1). ** La actividad CPT insensible a 
malonil-CoA por el método “forward” resultó indetectable en los pacientes 1 y 6 . ILV: alelo con la 
sustitución S113L y los polimorfismos V368I y M647V. ICV: alelo con la mutación Y120C y los 
polimorfismos V368I y M647V. ITM: alelo con la sustitución I502T y el polimorfismo V368I pero no M647V.
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Tabla XIX (Cont.). Hallazgos clínicos, histológicos, bioquímicos y moleculares en 
pacientes con deficiencia de carnitina-palmitil transferasa II. 
   
 Pacientes 7 8 9 10 11 12 
       
Clínica       
Sexo M V V V V V 
Edad de inicio 12 10 12 14 8 14 
Edad actual 23 18 21 17 13 21 
Mioglobinuria SI SI SI SI SI SI 
       
Histología       
Hallazagos relevantes - - - - - - 
       
Análisis Bioquímico       
Actividad CPT muscular* 0,06 0,02 0,04 0,10 0,04 0,11 
       
Análisis molecular       
S113L +/+ +/+ +/+ +/+ -/- +/- 
P50H -/- -/- -/- -/- +/- -/- 
Otras mutaciones CPT2     178 insT/ 
del 25pb 
-/+ 
36/38 
insGC  
-/+ 
Alelos mutados ILV 
ILV 
ILV 
ILV 
ILV 
ILV 
ILV 
ILV 
IHM 
VdelM 
ILV 
VinsM 
Q12X-AMPD1 -/- -/- -/- -/- -/- -/- 
V: varón; M: mujer; Q12X-AMPD1: mutación Q12X del gen para mioadenilato desaminasa; S: muestra 
sanguínea . * Método de intercambio isotópico (nmol min-1 mg NCP-1). ILV: alelo con la sustitución S113L y 
los polimorfismos V368I y M647V. IHM: alelo con la mutación P50H y el polimorfismo V368I pero no M647V. 
VdelM: alelo con la mutación 178 insT/del 25pb sin los polimorfismos V368I y M647V. VinsM: alelo con la 
microlesión 36/38 insGC sin los polimorfismos V368I y M647V. 
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Tabla XIX (Cont.). Hallazgos clínicos, histológicos, bioquímicos y moleculares en 
pacientes con deficiencia de carnitina-palmitil transferasa II. 
 
 Pacientes 13 14 15 16   
       
Clínica       
Sexo V M M M   
Edad de inicio 12 10 35 12   
Edad actual 22 25 39 15   
Mioglobinuria SI SI SI SI   
       
Histología       
Hallazgos relevantes - - - -   
       
Análisis Bioquímico       
Actividad CPT muscular* 
 
0,08** 0,01 0,06** 0,03   
       
Análisis molecular       
S113L +/+ +/+ +/+ +/-   
P50H -/- -/- -/- -/-   
Otras mutaciones CPT2    R124X 
-/+ 
  
Alelos mutados ILV 
ILV 
ILV 
ILV 
ILV 
ILV 
ILV 
VXM 
  
Q12X-AMPD1 -/- -/- -/- -/-   
V: varón; M: mujer; Q12X-AMPD1: mutación Q12X del gen para mioadenilato desaminasa; S: muestra 
sanguínea . * Método de intercambio isotópico (nmol min-1 mg NCP-1). ** La actividad CPT insensible a 
malonil-CoA por el método “forward” resultó indetectable en los pacientes 13 y 15 . ILV: alelo con la 
sustitución S113L y los polimorfismos V368I y M647V. VXM: alelo con la mutación R124X sin los 
polimorfismos V368I y M647V 
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4.2.2.1. Mutaciones conocidas 
 En el paciente 11 (Tabla XIX), que era heterocigoto para P50H se encontró en el 
otro alelo la mutación 178 insT/del 25pb descrita por Yang y cols. (189), el cuál no 
contenía los polimorfismos V368I y M647V (Fig. 51). El análisis de secuenciación reveló 
la presencia de la mutación R124X en heterocigosis en el paciente 16, que era 
heterocigoto para S113L (Tabla XIX); dicha mutación había sido descrita por Yang y cols. 
(192) y no contenía los polimorfismos V368I y M647V. 
 
4.2.2.2. Nuevas mutaciones  
 Se han encontrado 3 nuevas mutaciones  (Tabla XIX): una microinserción (36/38 
insGC) y dos mutaciones “de sentido equivocado” (Y120C e I502T) (Fig. 51). 
 
i) Mutación 36-38 insGC  
 En el paciente 12, que era heterocigoto para S113L, se observó en el otro alelo 
una inserción de dos nucleótidos GC en los codones 36-38 en el exón 1. Esta alteración 
conlleva el desplazamiento de la pauta de lectura, activándose un nuevo triplete de 
parada de la traducción en la posición 73, lo que predice la síntesis de un polipéptido con 
aproximadamente un 10% del tamaño normal (72 aminoácidos en lugar de 658) (Fig. 52). 
EL alelo 36-38 insGC no contenía los polimorfismos V368I y M647V. La microinserción se 
confirmó mediante análisis de PCR-RFLP, amplificando un fragmento de 292 pb 
utilizando los cebadores CPT1F y CPT1R, que es digerido en dos de 208 pb y 84 pb en 
presencia de un alelo normal cuando se trata con el enzima de restricción BssH II (5’-
G↓CGCGC-3’). La inserción crea un nuevo sitio de restrición para BssH II, de manera que 
el fragmento de restricción de 210 pb (fragmento 2 pb más largo debido a la inserción) es 
cortado por el enzima en dos productos de 123 pb y 87 pb cuando existe un alelo 
delecionado (Fig. 52). 
 
ii) Mutación Y120C 
 Los pacientes 1 y 2, que son hermanos, resultaron heterocigotos compuestos para 
la mutación S113L y una nueva mutación, Y120C, causada por una transición A → G en 
el exón 4 (Fig. 53), que produce la sustitución de tirosina (TAC) por cisteína (TGC) en el 
codon 120. El alelo Cys-120 contenía ambos polimorfismos V368I y M647V, alelo ICV. La 
presencia de la mutación se comprobó mediante análisis de PCR-RFLP utilizando los 
cebadores CPT4AF y CPT4AR para amplificar un fragmento de 392 pb que tras 
tratamiento con el enzima de restricción Rsa I (5’-GT↓AC-3’) es digerido en dos 
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fragmentos de 327 pb y 65 pb en presencia del alelo normal Tyr-601. Cuándo existe el 
alelo mutante Cys-601 se destruye el sitio de restricción para Rsa I permaneciendo 
inalterado el producto de PCR (Fig. 53). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
292 pb
208 or 210 pb
123 pb
84 y/o 87 pb
1 2 3 
ins GC 
Codon  35  36  37  38  39  40  41 
  L    Q   R   S   I    V    P  
Normal C T G  C A G C G C A G C A T C  G T G  C C C
Mutado C T G  C A G C G C G C A G C A  T C G  T G C
  L    Q   R   A   A    S    C  
 
Codon  42  43    70  71  72  73 
  T    M      P   L    L    N  
Normal A C C  A T G .. ... ... C C T C T C  T T G  A A T 
Mutado C C A  C C A .. ... ... A G C C T C  T C T  T G A 
  P    P      S   L    S    X  
C) 
B)A) 
Codon  117  118  119  120  121  122  123 
  F    D   M   Y  L    S    A  
Normal T T T  G A T A T G T A C C T A  T C T  G C T
Mutado T T T  G A T A T G T G C C T A  T C T  G C T
  F    D   M   C  L    S    A  
392 pb
65 pb
327 pb
1 2 3 
*
Figura 53. Mutación Y120C en el gen CPT2. 
A) Análisis de secuenciación directa donde la sutitución A →G en el codon 120 es indicada por un asterisco. B)
PCR-RFLP con Rsa I en gel de agarosa al 2% (ver explicaciones en el texto); calle 1: control, calles 2 y 3:
pacientes 1 y 2 respectivamente, ambos heterocigotos para Y120C. C) Comparación de las secuencias
nucleotídica y aminoacídica de los alelos normal y mutado. Los residuos mutados en color rojo. 
C) 
B)A) 
Figura 52. Mutación 36/38 insGC en el gen CPT2. 
A) Análisis de secuenciación directa donde se puede observar la secuencia de alelo del exón 1 con la inserción de
un dinucleótido GC. B) PCR-RFLP con BssH II en gel de agarosa al 3 % (ver explicaciones en el texto); calle 1:
producto de PCR sin digerir, calle 2: control, calle 3: paciente 12, heterocigoto para la microinserción. C)
Comparación de las secuencias nucleotídica y aminoacídica de los alelos normal y mutado. La inserción GC puede
haber ocurrido en los codones 36,37, o 38 (en rojo) y conlleva el desplazamiento de la pauta de lectura del código
genético cuyo resultado es la aparición de un codon de terminación en el triplete 73.  
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iii) Mutación I502T  
 En el paciente 5 se puso de manifiesto una transición T → C homocigota en el 
exón 4 (Fig. 54), que produce la sustitución de un resíduo isoleucina (ATC) por uno de 
treonina (ACC) en el codon 502. El alelo Thr-502 contenía el polimorfismo V368I pero no 
el M647V, alelo ITM. La presencia de la mutación se confirmó mediante análisis de PCR-
PIRA utilizando el cebador CPT4DF y un oligonucleótido modificado 502R (5’-AAA GGC 
CTC AGA GCA CCT CTT TGT ATA GAC GGA GGC CGG CCG-3’), con los que se 
amplificó un fragmento de 263 pb que es digerido con el enzima de restricción Bcn I (5’-
CCS↓GG-3’) en dos fragmentos de 221 pb y 42 pb en presencia del alelo mutado Thr-
502, y no es cortado cuando existe el alelo normal Ile-502 (Fig. 54). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.3 Análisis genético-molecular familiar 
 En ciertos pacientes con déficit de CPT II se ha podido estudiar molecularmente a 
miembros de sus familias a partir de ADN aislado de sangre. En la figura 55 se muestran 
algunas familias, en las que se puede corroborar la transmisión autosómica recesiva de 
los alelos. 
 
 
*
Codon   500  501  502  503  504 
   E   T    I   R    P  
Normal  G A G A C C  A T C C G C  C C G
Mutado  G A G A C C  A C C C G C  C C G
   E  T T R    P  
221 pb
263 pb
42 pb
1 2 3 
Figura 54. Mutación I502T en el gen CPT2. 
A) Análisis de secuenciación directa donde la sutitución T → C en el codon 502 es indicada por un asterisco. B)
PCR-PIRA con Bcn I en gel de agarosa al 2,5% (ver explicaciones en el texto); calle 1: producto de PCR sin digerir,
calle 2: paciente 5, homocigoto para I502T, calle 3: control. C) Comparación de las secuencias nucleotídica y
aminoacídica de los alelos normal y mutado. Los residuos mutados en color rojo. 
C) 
B)A) 
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4.4 Epidemiología molecular 
 En la tabla XX se enumeran los alelos mutados del gen CPT2 en los 16 pacientes 
estudiados. Como se puede observar, la única mutación presente en más de dos alelos 
es la S113L, que como ya se ha comentado representa al 75% de los alelos identificados 
(Fig. 56). Si se utilizara como método de cribado molecular el análisis de dicha mutación 
podríamos caracterizar molecularmente de forma definitiva al 63% de los pacientes con 
déficit de CPT II, lo que representa entre 39 % y el 87% de pacientes identificados con 
una confianza del 95%. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
9
S113L
6
S113L 
Y120C 
ILV 
ICV 
21 
ILV
V-M
12 
S113L 
36/38 insGC 
3 
S113L 
S113L
Figura 55. Análisis molecular en familias con déficit de CPT II. 
Los símbolos negros indican pacientes con síntomas de la enfermedad. El número representa el paciente
correspondiente en la tabla XIX. V-M: alelo normal. ILV: alelo con la sustitución S113L y los polimorfismos V368I y
M647V. ICV: alelo con la mutación Y120C y los polimorfismos V368I y M647V. VinsM: alelo con la microlesión 36/38
insGC sin los polimorfismos V368I y M647V.  
ILV 
V-M 
ILV 
V-M 
ILV
V-M
ILV
ICV
4
ILV
V-M
ILV 
V-M 
ILV
ILV
ILV 
ILV 
10 
ILV
ILV
ILV 
V-M 
ILV 
V-M 
V-M
V-M
ILV
ILV
ILV
V-M
ILV
V-M
ILV
V-M
ILV
V-M
ILV
V-M
ILV
V-M
V-M
V-M
ILV 
ILV 
ILV 
V-M ILV V-M 
ILV 
V-M 
V-M
V-M
ILV 
VinsM 
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Tabla XX. Alelos del gen CPT2 identificados en 16 pacientes con déficit de CPT II 
pertenecientes a 13 familias. 
 
  36-38 insGC* 1 R124X 1   
  P50H 1 178 insT/del 25 pb 1   
  S113L 24 I502T* 2   
  Y120C* 2     
       * Alelos nuevos mutados encontrados en este estudio.  
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Figura  56 . Distribución porcentual del alelo ILV (con la mutación S113L) del gen CPT2
en pacientes con déficit de CPT II. 
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1. Deficiencia de miofosforilasa  
 
 El déficit de MPL produce una miopatía metabólica típica, la enfermedad de 
McArdle, caracterizada por intolerancia al ejercicio, fatiga prematura, mialgias, calambres 
musculares y mioglobinuria recurrente. El gen que codifica la MPL, PYGM, ha sido 
clonado, secuenciado y asignado al cromosoma 11q13 (54,55,58). Hasta el momento se 
habían identificado 20 mutaciones en las regiones codificantes o en los lugares de unión 
intrón/exón del gen, lo que ha puesto de manifiesto la heterogeneidad molecular de la 
enfermedad. Dichas alteraciones incluyen mutaciones “sin sentido”, “de sentido 
equivocado”, “en fase” y “fuera de fase”. 
 Clínicamente hay que reseñar que la serie de pacientes con déficit de MPL 
estudiada en esta tesis presenta una proporción de varones del 56%, hecho que 
contrasta con los datos de la literatura (1,31) dónde la proporción de varones afectados 
es mayor, sin que existan razones aparentes que puedan explicar estas discrepancias.
 Por otra parte, las mutaciones encontradas en el gen PYGM deben provocar 
alteraciones de la estructura que impidan la función catalítica de la proteína, debido a que 
los pacientes en los que se pudo determinar la actividad enzimática de MPL en músculo 
esquelético mostraron una actividad enzimática apenas detectable (menos de 1 µmol min-
1 g tejido-1) o indetectable, es decir, menos del 4% del valor medio de los valores de 
referencia. Debido a que fueron caracterizados los dos alelos potencialmente patogénicos 
en todos los pacientes, y por tanto, en todos los sujetos en los que se realizó 
determinación bioquímica de MPL, se puede deducir que la calidad analítica del método 
de determinación bioquímica de miofosforilasa junto a los valores de referencia obtenidos 
permiten la detección de déficit de miofosforilasa en pacientes con sospecha clínica, 
histológica y de laboratorio de enfermedad de McArdle. 
 Muy por encima de las demás, la mutación más frecuente entre los pacientes de 
raza blanca es la mutación “sin sentido”, R49X. Se han encontrado frecuencias que 
oscilan entre 30-100% de los pacientes según la procedencia étnica de los mismos. 
Dicha mutación ha sido observada en 55 de 72 pacientes americanos (76%) y en 92 de 
144 alelos (64%) (53,74), en 16 pacientes del Reino Unido (100%) (65) y en 26 de 32 
alelos (81%), y en 6 de 9 pacientes alemanes (66%) y en 10 de 18 alelos (56%) (63). Por 
otra parte, este error genético fue menos común en poblaciones de origen mediterráneo, 
estando presente en alrededor del 50% en pacientes italianos (75) y españoles (76), con 
un 32% de alelos mutantes (9 de 28 alelos y 12 de 38 alelos, respectivamente). Estos 
resultados han llevado a algunos autores a proponer la existencia de un gradiente 
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decreciente Norte-Sur de esta mutación en Europa (76). Sin embargo, en esta tesis, que 
esta compuesta de pacientes de orígenes diversos dentro del territorio español, dicha 
mutación se encontró en 29 de 38 pacientes, lo que representa el 76% de los pacientes 
(76 ± 6,9 % para un intervalo de confianza del 95%) con una frecuencia alélica del 56%. 
Aproximadamente la mitad de todos los pacientes con la mutación R49X fueron 
homocigotos (37% del todos los pacientes analizados) y el otro 50% resultaron 
heterocigotos compuestos. La frecuencia del alelo R49X es similar a las descritas en 
pacientes de procedencia norteamericana (los cuales han mezclado presumiblemente un 
ascendente europeo) y en pacientes alemanes, siendo menor que la obtenida en la serie 
británica, y superior a la que se dedujo de las series de españoles e italianos. Esta tesis 
incluye el mayor número de pacientes europeos descritos hasta ahora, y no apoya la 
hipótesis de la existencia de un gradiente Norte-Sur para la mutación R49X en Europa. 
Por otro lado, la mutación R49X no se ha observado en ningún paciente de origen 
japonés, en los cuales la mutación más frecuente parece ser la deleción de un codon 
fenilalanina (708/709 delTTC)(70). 
 La mutación G204S fue bastante menos frecuente, encontrándose en 4 pacientes 
(10%) y en 5 alelos (7%). Tsujino y cols. (53) encontraron dicha alteración en el 20% de 
su serie de pacientes y en un 10% de alelos (8 de 80 alelos), considerándose la segunda 
mutación más frecuente descrita en pacientes caucásicos. Además, durante la realización 
de esta tesis se describió el primer paciente homocigoto para la mutación G204S (217). 
 La posible patogenicidad de las nuevas mutaciones que se identificaron en los 
pacientes con enfermedad de McArdle se evaluó buscando su presencia en sujetos 
control (ver métodos) para descartar que fueran polimorfismos dentro de nuestra 
población. No se encontró ninguna de las nuevas mutaciones identificadas en esta tesis 
en los 100 controles analizados para cada una ellas, cumpliéndose este primer criterio de 
patogenicidad. Otras premisas de patogenicidad fueron: (i) la disminución o ausencia de 
actividad enzimática en los pacientes que portaban las mutaciones, criterio que se 
cumplió en todas ellas, siempre que se dispusiera de tejido muscular del paciente con la 
nueva mutación (ver tabla XI) (ii) que dicha mutación fuera la única alteración genotípica 
que se encontrara en el alelo correspondiente, hecho que se cumplió en todas ellas 
excepto para la doble mutación en homocigosis R193W + 794/795 delAA (218) y (iii) 
considerar las posibles consecuencias fisiopatológicas derivadas de la alteración 
genotípica, que son discutidas más adelante para cada mutación en particular. 
 La mutación W797R se identificó en 6 alelos (8%) correspondientes a 4 pacientes 
(10%). En este estudio, esta mutación posee una frecuencia similar a la sustitución 
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G204S. Ha sido descrita por primera vez durante esta tesis (219), al mismo tiempo 
prácticamente que Fernández y cols. (220) (5 pacientes españoles de una serie de 10, 
siendo dos homocigotos). Hasta el momento solamente se ha observado en pacientes 
españoles, y parece ser frecuente en esta población. El Trp-797 se encuentra muy 
conservado, no sólo en las isoenzimas cerebral y hepática humanas, sino también en 
glucógeno fosforilasas de especies filogenéticamente alejadas de los humanos, tales 
como la levadura, la patata y Escherichia coli (28). La ausencia de actividad en los 
pacientes que llevan esta mutación es compatible con una posible degradación rápida de 
la proteína mutante por un cambio de su estructura secundaria inducido por la sustitución 
de un aminoácido aromático por uno polar en el dominio “catalítico” C-terminal (28, 219, 
220). 
 La caracterización molecular de esta serie de pacientes con enfermedad de 
McArdle ha revelado la existencia de dos mutaciones que se habían descrito en una o 
dos familias hasta ahora. La mutación 5’ivs14 g→a, que se ha encontrado en 
homocigosis en el paciente 31 de este trabajo (Tabla XI), y que se había descrito en dos 
familias de origen caucásico (67, 71), y la mutación “fuera de fase” 753 delA que se halló 
en tres pacientes: uno de ellos fue heterocigoto compuesto para esta mutación y la R49X, 
y los otros dos, que eran hermanos, resultaron heterocigotos compuestos para esta 
mutación y otra nueva mutación “fuera de fase”, 387 insA/del 8pb (221). La mutación 753 
delA se había descrito en homocigosis en una única familia de origen turco (73) y ha sido 
la cuarta alteración en cuanto a frecuencia alélica de esta serie (4%). 
 La ocurrencia de múltiples mutaciones explica el alto número de pacientes que 
poseen diferentes mutaciones en los dos alelos. 17 pacientes fueron heterocigotos 
compuestos (44%). En conjunto, el 60% (23 de 38) de los pacientes presentaron dos 
alelos mutantes que llevaban las mutaciones R49X, G204S, W797R o/y 753 delA, es 
decir fueron homocigotos o heterocigotos compuestos para alguna de estas cuatro 
mutaciones, y únicamente el 10% (4 de 38) no llevaba ninguna de estas mutaciones. 
Además, el hecho de que el 75% de los alelos mutantes entre los 38 pacientes (56 de 76 
alelos) puedan ser identificados por análisis de PCR-RFLP para estas cuatro mutaciones 
hace posible el diagnóstico genético molecular a partir de la obtención de ADN de una 
muestra sanguínea, evitando así la biopsia muscular en una proporción significativa de 
pacientes. 
 Las mutaciones “sin sentido”, E124X y Q754X, y las mutaciones “fuera de fase”, 
387 insA/del 8pb, 533 delA y 794/795 delAA, provocan directamente o por 
desplazamiento de la pauta de lectura la aparición de tripletes de terminación y por tanto, 
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es presumible que la síntesis de proteínas de menor peso molecular, o no se produzca o 
genere proteínas inestables, lo que conlleva su degradación, todo ello compatible con la 
ausencia de actividad fosforilasa en los pacientes correspondientes.  
 Un hecho destacable, ha sido la descripción de una mutación del tipo 
inserción/deleción en el gen PYGM (387 insA/del 8pb) (221). Lo más interesante de esta 
mutación es el mecanismo mutagénico causal de la misma. Teniendo en cuenta los 
trabajos sobre la influencia que tiene el ambiente nucleotídico de la zona de la mutación 
en la mayor probabilidad de ocurrencia de mutaciones, desarrollados por Cooper y 
Krawzack (222, 223) y gracias a su colaboración, se ha propuesto un posible mecanismo 
que explique la génesis de dicha mutación. Según estos autores dicha mutación puede 
deberse a que el fragmento delecionado (5-TGGCCGGT-3’), que se denomina “elemento 
simétrico”, puede provocar la formación de una estructura “tipo Moebius” durante la 
síntesis de ADN, lo que conduciría a la deleción de dicho elemento. Posteriormente se 
produciría la inserción de la adenina mediante un mecanismo de “deslizamiento por 
desapareamiento (“slipped-mispairing”) en el que estaría implicada la presencia de la 
secuencia “repetida directa” (“direct repeat”) 5’GC...GC-3’ (Fig. 57). 
 Dentro del genotipaje de pacientes con enfermedad de McArdle, es la primera vez 
que se describe un enfermo con dos mutaciones, R193W y 794/795 delAA, ambas 
potencialmente patogénicas, en homocigosis (218). El paciente no mostró actividad de 
MPL. La mutación R193W lleva aparejada la sustitución de un residuo polar por un 
aminoácido aromático, la Arg-193, que posee un alto grado de conservación en la escala 
filogenética (28) y además es un residuo con dos funciones dentro de la proteína, (a) de 
unión a glucosa-6-P, y (b) es un residuo que forma “pares de contacto entre dímeros”, 
interactuando con los residuos Leu-39, Val-40 y Lys-41 de la otra subunidad en el 
contexto de la red de residuos asociada con el control alostérico de la glucosa-6-P (28). 
Por tanto, dicha mutación afectaría presumiblemente a la unión de este efector de la 
MPL, y a su control alostérico. Entre todas las mutaciones descritas en el gen PYGM, 
únicamente la mutación L291P (67) provoca una alteración de pares de contacto entre 
dímeros. El aminoácido Leu-291 pertenece a otra red, la denominada “tower helix and 
gate loop” (28) implicada en el control alostérico del centro activo. Por otra parte, la 
mutación 794/795 delAA, como se ha comentado previamente, produce un 
desplazamiento del código de lectura que conlleva la aparición de un codon de 
terminación, lo que predice la síntesis de una proteína delecionada en 29 aminoácidos, 
siendo la mutación más terminal hacia el extremo carboxilo hasta ahora identificada. El 
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dominio C-terminal de la MPL se encuentra bastante conservado en varias especies y 
diferentes isoenzimas, y parece ser importante para su función a pesar de no estar 
involucrado directamente en la unión de sustratos o en la regulación de la actividad 
enzimática (224). En concordancia con estos datos, Kubisch y cols. (73) describieron una 
deleción de una base en el exón 18 (753 delA), que posteriormente ha sido encontrada 
Figura 57. Mecanismo mutagénico propuesto para la mutación 387 insA/del 8pb. 
En azúl el octanucleótido simétrico delecionado. En rojo la adenina insertada.  
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en 3 sujetos de esta tesis, la cual conduce a la deleción de 89 aminoácidos de la porción 
C-terminal de la MPL. Además, Tan y cols. (225) han descrito en una oveja con 
enfermedad de McArdle una mutación en un lugar de “splicing” que provocaba la 
eliminación de los últimos 39 aminoácidos de la MPL.  
 Todas las mutaciones “de sentido equivocado” que se han identificado por primera 
vez en esta tesis, se encontraron en pacientes sin actividad enzimática de MPL y son 
(aparte de W797R y R193W): (i) La sustitución R323G, en una posición aminoacídica que 
se encuentra moderadamente conservada en la escala filogenética, pero que implica un 
cambio drástico de polaridad que puede alterar la conformación protéica y la unión del 
activador AMP (28). (ii) La mutación E348K, dónde Glu-348 está totalmente conservado 
en varias glucógeno fosforilasas (28). La sustitución es de un residuo ácido por otro 
básico y se encuentra en las proximidades de varios residuos implicados en la unión al 
glucógeno (28). (iii) La alteración T487N (226) se ha observado en dos hermanos en 
heterocigosis compuesta con R49X. La Tyr-487 es un residuo idéntico en fosforilasas de 
distintas especies, y se encuentra al comienzo del dominio C-terminal cerca de sitios de 
unión al cofactor piridoxal fosfato y a residuos de unión a glucosa (28). Es de reseñar, 
que Tsujino y cols. (227) han identificado la mutación R489W en una secuencia 
altamente conservada en un toro con déficit de MPL. (iv) En la mutación R601W, la Arg-
601 es un aminoácido idéntico en varias fosforilasas de distintas especies excepto en la 
de levadura que es lisina (también básico). La sustitución por un aminoácido aromático 
podría provocar alteraciones de la estructura de la MPL, y además se localiza entre dos 
zonas implicadas en la unión de piridoxal fosfato y glucosa. Es interesante remarcar que 
dicha mutación es la tercera descrita en esta tesis que produce una sustitución R↔W 
(W797R, R193W y R601W). (v) De la alteración A659D (228) hay que decir que Ala-659 
es un residuo idéntico en varias fosforilasas de la escala filogenética (28) y provoca la 
aparición de un residuo ácido en lugar de uno neutro que está situado cerca de sitios de 
unión a piridoxal fosfato y glucosa. (vi) En la sustitución A703V, Ala-703 se encuentra 
formado parte de una secuencia de 20 aminoácidos totalmente conservada en las 
fosforilasas humanas y de rata (28), y aunque dicha mutación no produce aparentemente 
un cambio drástico de las características de hidrofobicidad del residuo, su potencial 
patogenicidad puede ser debida a una alteración en la estructura de la MPL que 
conduzca a la ausencia de actividad MPL en músculo del paciente (que en el otro alelo 
llevaba la R49X). 
 Este estudio ha contribuido con dos nuevas mutaciones (A659D y A703V) y con 
un nuevo caso homocigoto para la mutación 5’ivs14 g→a, a la posible existencia de 
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“regiones calientes” (“hot-spots”), es decir, regiones más susceptibles a mutaciones en el 
gen PYGM. Así, puede observarse un mayor número de mutaciones en el exón 14/intrón 
14 con cuatro mutaciones (E540X, K542T, R575X e 5’ivs14 g→a) y especialmente, en el 
exón 17 con seis mutaciones (A659D, Q665E, N684Y, G685R, A703V y 708/709 
delTTC). 
 Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el estudio bioquímico-genético de 
pacientes con enfermedad de McArdle, se desprende que existe una gran 
heterogeneidad genético-molecular en la población española, y que ciertas mutaciones, 
tales como la W797R, pueden ser lo que se denominan “privadas”, es decir, sólo se 
producen en ciertas poblaciones, en este caso la española (219, 220), de la misma 
manera que ocurre en la población japonesa con la mutación 708/709 delTTC (70). 
Además, se puede deducir que para realizar un diagnóstico de la enfermedad podría 
utilizarse sangre como muestra de elección en una primera fase diagnóstica, estudiando 
las mutaciones frecuentes R49X, W797R, G204S y 753delA mediante métodos sencillos, 
rápidos, fiables y económicos tipo PCR-RFLP, seguida de una segunda línea de 
actuación de análisis de las secuencias que incluyan el exón 14 y el exón 17 y sus zonas 
vecinas mediante un proceso algo mas laborioso de secuenciación directa, pero en el que 
revisamos la presencia de 11 mutaciones. Si tras este análisis no se consigue 
diagnosticar al paciente se ha de proceder a la obtención de una biopsia muscular, en la 
cual se determinaría histológica y bioquímicamente la actividad MPL, que en caso de 
deficiencia, daría paso a la secuenciación completa del gen PYGM si se requiere llegar a 
la identidad molecular de la enfermedad, un proceso más largo, caro y laborioso.  
 
 
2. Deficiencia de fosfofructoquinasa muscular 
 
 El déficit de PFK produce una miopatía metabólica en principio indistinguible 
clínicamente de la enfermedad de McArdle. El gen que codifica la PFK, PFKM, ha sido 
clonado, secuenciado y asignado al cromosoma 12q13 (94-96). Hasta el momento se han 
identificado 20 mutaciones en las regiones codificantes o en los lugares de unión 
intrón/exón del gen, lo que revela una gran heterogeneidad molecular de la enfermedad. 
En este estudio se han encontrado 6 pacientes con déficit de PFK, tres de los cuales no 
presentaban actividad y los otros tres con actividades alrededor del 50% del valor de 
decisión diagnóstica. Estos datos bioquímicos coincidieron, respectivamente, con 
ausencia de reacción histoquímica o con una reacción poco intensa, calificada por los 
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neuropatólogos como pálida. Ya que ninguna mutación era mucho más frecuente que las 
demás, no se pudo realizar un cribado mutacional racional en estos pacientes, y por 
tanto, el análisis molecular se dirigió hacia el estudio de la mutación R39P por dos 
motivos: (i) había sido descrita en un paciente italiano (100) con la posibilidad de un 
origen étnico similar en españoles, y (ii) porque dicha mutación se encontró además en 
otro paciente italiano junto a la mutación Q12X del gen que codifica la MADA (108), lo 
que animó a buscar el mismo doble fallo genético en estos pacientes. Sin embargo, dicha 
alteración no se halló en ningún alelo de estos 6 pacientes. El estudio molecular de todo 
el gen no es objetivo de esta tesis debido a que posee 24 exones y por el pequeño 
número de pacientes. Dicho estudio podría formar parte de otro proyecto en el cual se 
incluyera el análisis molecular en la población española de otras intolerancias al ejercicio 
menos frecuentes como las glucogenosis distales. 
 Ya que clínicamente este déficit es semejante a la enfermedad de McArdle, los 
clínicos deberían buscar ciertos hallazgos diferenciales, principalmente en lo que 
respecta a la afectación de los eritrocitos (84,85): anemia regenerativa con reticulocitosis, 
hiperbilirrubinemia, etc; de forma que se evitara en parte el cribado en sangre de 
mutaciones relacionadas con la enfermedad de McArdle (siempre teniendo en mente que 
este último trastorno es más frecuente que el déficit de PFK muscular), aunque en caso 
de duda, debe practicarse la biopsia muscular para demostrar el defecto bioquímico. 
 
 
3. Deficiencia de mioadenilato desaminasa 
 
El déficit de MADA puede producir una miopatía metabólica relacionada con el 
ejercicio, un hecho que suscita debate actualmente. El gen que codifica la MADA, 
AMPD1, ha sido clonado, secuenciado y asignado al cromosoma 1p21-23 (134,139). 
Hasta el momento únicamente se ha identificado la mutación Q12X (141), la cual se 
encuentra en la gran mayoría de los pacientes con déficit de MADA, aunque 
probablemente se describirán en un tiempo breve nuevas mutaciones asociadas a este 
déficit en ese otro pequeño porcentaje de pacientes (143). Por ello, se decidió que el 
estudio de la intolerancia al ejercicio por déficit de MADA se realizara solamente a nivel 
molecular, teniendo en cuenta que la prueba de amonio en isquemia es muy útil en el 
diagnóstico de este déficit y que además se cuenta con una reacción histoquímica fiable 
que demuestra el defecto enzimático en músculo esquelético. 
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 En adelante se discuten los resultados obtenidos centrándose en el objetivo 
número 6 de esta tesis, que es evaluar las consecuencias fenotípicas de la mutación 
Q12X del gen AMPD1. 
 Se encontraron seis pacientes con deficiencia MADA demostrada 
histoquímicamente, siendo todos ellos homocigotos para la mutación Q12X (229). Tres 
de ellos probablemente sólo tienen deficiencia de MADA (déficit congénito sintomático) 
teniendo en cuenta que sus síntomas son moderados. Dos presentaron además la 
mutación R49X del gen PYGM en homocigosis, y el otro mostró una asociación con la 
mutación A3243G del ADN mitocondrial (déficits congénitos coincidentes) (126). 
 Se observó que la frecuencia de heterocigosis para la mutación Q12X en la 
población española se situaba alrededor del 17%. Por tanto, no resulta extraño que el 
1,5% (6 de 400) de las biopsias musculares remitidas al Hospital “12 de Octubre” de 
Madrid fueran deficientes en MADA. Estos datos concuerdan con los descritos por otros 
autores (116,141,144).  
 En consistencia con datos de la literatura (141,144) los tres pacientes con un 
déficit único de MADA, que fueron homocigotos para Q12X, mostraron un fenotipo 
moderado con mialgias y calambres relacionados con el ejercicio, sin episodios de 
mioglobinuria. El paciente 4, que presentó la mutación Q12X en homocigosis junto con 
niveles de heteroplasmia de la mutación tipo “MELAS” A3243G del ADN mitocondrial, 
tenía un fenotipo claro compuesto por diabetes mellitus de herencia materna más 
oftalmoplejía externa progresiva (PEO) asociada con la mutación MELAS (230). Aunque 
es algo sorprendente, este paciente no mostró debilidad de los músculos de la 
extremidades, lo cual sugiere que la asociación de la deficiencia de MADA y la mutación 
tipo MELAS no parece afectar el fenotipo PEO/MELAS (231). Sin embargo, dado que la 
severidad de la expresión clínica de las mutaciones en el ADN mitocondrial es por su 
naturaleza muy variable, y que ésta se debe a diferentes grados de heteroplasmia 
(porcentaje de ADN mitocondrial mutado) en cada tejido, sería difícil comparar el impacto 
sobre el fenotipo PEO/MELAS de un trastorno autosómico recesivo moderado como la 
deficiencia de MADA. 
 Los pacientes 5 y 6 fueron homocigotos para la mutación Q12X del gen AMPD1 y 
para la mutación R49X del gen PYGM, que son los denominados “doble fallo genético”, 
siendo uno de ellos el segundo caso descrito en la literatura (232). El primero de ellos 
tenía la presentación clínica típica de la enfermedad de McArdle, mientras que el último 
mostró una clínica más severa de lo habitual con episodios de mioglobinuria a edad 
temprana. Aunque la deficiencia de MADA podría jugar un papel en la severidad de los 
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síntomas miopáticos del paciente 6, el hecho de que en el paciente 5 no se evidencia 
dicho papel y de que ambos sean homocigotos para la misma mutación, R49X, en el gen 
PYGM sugiere que el impacto clínico de la deficiencia de MADA sobre la enfermedad de 
McArdle puede ser nulo. Haller y cols.(123) refirieron que la asociación de deficiencias de 
MPL y MADA no produce un empeoramiento adicional en la función muscular respecto a 
pacientes únicamente con pura enfermedad de McArdle. Tsujino y cols. (233) 
identificaron el primer paciente con deficiencia de MADA y MPL, con las mutaciones 
Q12X y R49X en homocigosis, y Bruno y cols. (108) describieron un paciente con 
defectos combinados de MADA y PFK muscular, cuyas características clínicas, en ambos 
casos, fueron más severas que aquellas habitualmente presentes en los déficits 
individuales. Por tanto, hay cierta incertidumbre sobre si la coexistencia de dos trastornos 
congénitos (deficiencia de MADA congénita adquirida (123)) contribuye o no a un fenotipo 
severo. 
 Los datos aquí mostrados confirman que la deficiencia de MADA per se (déficit 
congénito sintomático (123)) tiene efectos sutiles sobre el metabolismo muscular, 
provocando fenotipos moderados (123,144). Así se puede deducir que la mutación Q12X 
posiblemente produzca un efecto clínico moderado, que dicha mutación es frecuente en 
la población española, y por ello, frecuentemente asociada con otras enfermedades 
metabólicas, y que el efecto clínico de la combinación de las deficiencias de MADA y 
MPL parece ser nulo.  
 
 
3. Deficiencia de carnitina-palmitil transferasa. 
 
  El fenotipo muscular del adulto producido por un déficit de CPT II se caracteriza 
por intolerancia al ejercicio con ataques recurrentes de mialgias, calambres, rigidez 
muscular y desarrollo de debilidad. La presencia de mioglobinuria es más frecuente en 
esta patología que en otras deficiencias enzimáticas asociadas con intolerancia al 
ejercicio (33,44). En los periodos intercríticos los pacientes suelen ser asintomáticos. El 
tipo de ejercicio que precipita los síntomas, en general, es de larga duración, y se 
considera el trastorno más común del metabolismo lipídico que afecta al músculo 
esquelético. El gen humano que codifica para CPT II (CPT2) ha sido clonado, 
secuenciado y asignado a la región cromosómica 1p32 (171,174,188). Hasta ahora se 
han descrito 21 mutaciones en el gen CPT2 asociadas con distintos fenotipos, adulto 
muscular (la mayoría), neonatal e infantil. 
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 Como ocurrió en la enfermedad de McArdle, la proporción de mujeres es similar a 
la de varones en este estudio (8 varones y 10 mujeres), lo que difiere con otros datos de 
la literatura (6,44) dónde el porcentaje de varones afectados era mayor. 
 Las mutaciones presentes en los pacientes de este estudio deben inducir cambios 
estructurales en la proteína enzimática que impidan una correcta función catalítica, a 
juzgar por los valores de actividad residual obtenidos por el método de intercambio 
isotópico y por la fracción insensible a malonil-CoA obtenida con el método “forward”. Por 
tanto, como en todos los pacientes en que se realizó la determinación bioquímica se 
caracterizaron los dos alelos potencialmente patogénicos de la enfermedad, se 
desprende que la fiabilidad analítica de ambos métodos de determinación de actividad de 
CPT resultan adecuados para la detección de pacientes con este déficit enzimático. 
 Histológicamente, únicamente el paciente 1 mostró depósitos lipídicos y en el 
resto no se encontraron hallazgos relevantes, hecho que concuerda con los hallazgos de 
otros autores (6,44) y que debe tenerse en cuenta en el diagnóstico diferencial con el 
déficit de carnitina. Dicha histología anodina y la ausencia de una reacción histoquímica 
para CPT II, provoca que muchos de los pacientes con síntomas inespecíficos de 
miopatía metabólica se deriven hacia el estudio bioquímico de esta enzima, lo que ha 
sido puesto de manifiesto en esta tesis, ya que de 150 pacientes en los que se 
sospechaba clínicamente un posible déficit de CPT, solamente alrededor de un 10% 
presentaron déficit enzimático. Este dato indica que debe realizarse una cuidadosa 
anamnesis clínica del enfermo poniendo especial cuidado en el tipo y características del 
ejercicio, en ciertos agentes precipitantes de las crisis (frio, medicamentos, etc.), en la 
determinación de la actividad CK sérica en reposo y durante la crisis, en la observación 
de la presencia de mioglobinuria (el 87% de los casos en esta serie) y en la edad de 
comienzo de los síntomas, para ajustar más las sospechas clínicas antes de practicar 
una biopsia muscular.  
 La mutación predominante en la deficiencia de CPT II del adulto es la S113L. 
Taroni y cols. (191) encontraron esta mutación en el 80% de un grupo de 25 pacientes de 
origen italiano, de los cuales 8 fueron homocigotos y 12 heterocigotos. Zierz y cols. (200) 
describieron que el 88% de 22 pacientes alemanes presentaban la mutación (8 
homocigotos y 12 heterocigotos). Recientemente, Kauffman y cols. (201) observaron la 
mutación en el 95% de una serie de 20 pacientes norteamericanos, de los cuales 5 
fueron homocigotos y 14 heterocigotos. En este estudio de 16 pacientes, 14 presentaron 
la mutación, lo que representa el 87%, de los cuales 10 llevaban la mutación en sus dos 
alelos y 4 eran heterocigotos (234, 235). Aunque la proporción de pacientes que 
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presentaban la mutación en al menos un alelo es similar a otras series, la distribución de 
dichos alelos es significativamente diferente, es decir, la proporción de pacientes 
homocigotos (63%) es mayor al compararla con porcentajes de homocigosidad del 25%-
36% en las series previamente descritas (191, 200, 201). Por otra parte, todos los alelos 
que llevaban la mutación S113L presentaban además los dos polimorfismos descritos por 
Taroni y cols. (191) V368I y M647V, es decir presentaban el alelo ILV, en concordancia 
con sus resultados. 
 La mutación P50H, encontrada por Verdiero y cols.(188) en cuatro pacientes de 
origen europeo formando parte del alelo IHM, únicamente se encontró en heterocigosis 
en un paciente de esta tesis y formando parte del mismo alelo IHM (235). 
 El análisis de secuenciación reveló la presencia de dos mutaciones previamente 
descritas en otros pacientes con deficiencia de CPT. Una de ellas fue la alteración 
genotípica 178 insT/del 25pb (189) previamente asociada a fenotipo adulto y neonatal, 
que se encontró en el paciente 11 de la tabla XIX de esta tesis en heterocigosis 
compuesta con la mutación P50H (235); la otra alteración fue la mutación sin sentido 
R124X, descrita en otro paciente con fenotipo adulto (192) y que formaba parte de una 
heterocigosis compuesta con S113L en el paciente 16 de la tabla XIX, de igual modo que 
en el paciente descrito por Yang y cols (192). 
 La potencial patogenicidad de las nuevas mutaciones que se encontraron en los 
pacientes con déficit de CPT II se evaluó de forma semejante a como se realizó en la 
enfermedad de McArdle: ausencia en 100 controles, déficit de actividad enzimática, única 
alteración genotípica en el alelo correspondiente excepto los polimorfismos V368I y 
M647V, y valoración de las consecuencias fisiopatológicas derivadas de la alteración 
molecular. 
 La mutación 36/38 insGC, es una microlesión que produce el desplazamiento de 
la pauta de lectura con aparición de un codon stop en el residuo 73. Dicha alteración 
causará la síntesis de una proteína de 72 aminoácidos en lugar de 658, que será 
probablemente muy inestable y sensible a la degradación por proteasas. Es la mutación 
más cercana al extremo N-terminal hasta ahora descrita, y la segunda alteración 
molecular que se localiza en el exón 1 (235). 
 La mutación Y120C reemplaza a un aminoácido aromático voluminoso, tirosina, 
por uno polar pequeño, cisteína. La Tyr-120 se encuentra estrictamente conservada en 
todas las acil-transferasas de diferentes especies y forma parte de una región de 19 
aminoácidos (nº 103-121) que se encuentra conservada completamente en las enzimas 
de rata, ratón y humanas (157, 171) (Fig. 58). Este dato es consistente con un papel 
DISCUSIÓN 
 
  - 129 -
crucial para este aminoácido en la función normal de la CPT II. El alelo Cys-120 presenta 
los polimorfismos V368I y M647V, de igual manera que la mutación S113L. Esta 
sustitución se localiza cerca de la mutación predominante en estos pacientes, S113L 
(235).  
 
 
 103     110           120 
Humano CPT-II D K Q N K H T S Y I S G P W F - D - M - Y L 
Ratón CPT-II D K Q N K H T S Y I S G P W F - D - M - Y L 
Rata CPT-II D K Q N K H T S Y I S G P W F - D - M - Y L 
Humano M-CPT-I - K S W W A S N Y V S D W W E - E Y I - Y L 
Rata M-CPT-I - K S W W A T N Y V S D W W E - E Y V - Y L 
Humano L-CPT-I - K S W W A T N Y V S D W W E - E Y I - Y L 
Rata L-CPT-I - K S W W A T N Y V S D W W E - E Y I - Y L 
Humano CAT - R A R K T E N W L S E W W L K T - A - Y L 
Rata CAT - R A R K T E N W L S E W W L K T - A - Y L 
Humano COT E R A K G K R N W L E E W W L - N - V A Y L 
Rata COT E R A K G K R N W L E E W W L - N - V A Y L 
Humano ChAT E R Q E K T A N W V S E Y W L N D - M - Y L 
Rata ChAT E R Q E K T A N W V S E Y W L N D - M - Y L 
 
 
 
 
 
La mutación I502T conduce a la sustitución de un residuo hidrofóbico, isoleucina, 
por uno polar, treonina, dentro de una región de aminoácidos conservada completamente 
en las enzimas de humanos y de rata (157,171) (Fig. 59). En la M-CPT I y la L-CPT I, 
este aminoácido es valina, cuya estructura e hidrofobicidad es similar a la de leucina 
(157). El alelo Thr-502 presenta el polimorfismo V368I pero no el M647V, de manera 
similar a la mutación P50H. Además, esta sustitución se halla junto a la mutación 
recientemente descrita por Taggar y cols, R503C, en tres pacientes con el fenotipo del 
adulto. Es de destacar que dicha alteración aparece en heterocigotos simples, pudiendo 
ser una mutación dominante. Dicha alteración produce el reemplazo de una aminoácido 
polar, arginina, por un aminoácido con grupo tiol, cisteína, lo que podría provocar graves 
consecuencias funcionales o estructurales, incluso en heterocigosis. En comparación con 
R503C, la mutación I502T produciría cambios menos severos en la estructura primaria de 
la CPT II, y así probablemente, únicamente provocaría síntomas musculares si ambos 
alelos llevan la mutación (235). 
Figura 58. Grado de conservación de la Tyr-120 en diferentes acil-transferasas de la escala
filogenética. 
CPT: carnitina-palmitil transferasa, CAT: carnitina-acetil transferasa, COT: carnitina-octanil transferasa, ChAT: 
colina-acetil transferasa, M: muscular, L: hepática. 
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Las mutaciones Y120C e I502T se localizan en el exón 4, el mayor de los 5 
exones del gen CPT2 (188), el cual presenta la mayoría de la mutaciones descritas hasta 
el momento (Fig. 51). 
 
 
 
 
 492      500    506 
Humano CPT-II A A F K H G R T E T I R P A S 
Ratón CPT-II A A F K H G R T E T I C P A S 
Rata CPT-II A A F K H G R T E T I R P A S 
Humano M-CPT-I R M F R E G R T E T V R S C T 
Rata M-CPT-I R M F R E G R T E T V R S C T 
Humano L-CPT-I R L F R E G R T E T V R - - S 
Rata L-CPT-I R L F R E G R T E T V R S C T 
Humano CAT R M F H L G R T D T I R S A S 
Rata CAT R M F H L G R T D T I R S A S 
Humano COT R H F Y H G R T E T M R S C T 
Rata COT R Y F Y H G R T E T V R S C T 
Humano ChAT R R F Q E G R V D N I R S A T 
Rata ChAT R R F Q E G R V D N I R S A T 
 
 
 
 
 
 Las tres nuevas mutaciones encontradas en esta tesis confirman la 
heterogeneidad genética del déficit de CPT II. Sin embargo, considerando que la 
mutación S113L es la predominante a gran distancia del resto (87% de los pacientes) y 
con un alto grado de homocigosis (63% de los pacientes), ésta podría utilizarse como 
primera línea de diagnóstico de esta enfermedad a partir de ADN extraído de una 
muestra de sangre mediante un método sencillo y rápido de PCR-RFLP, dejando la 
práctica de una biopsia muscular para confirmar el diagnóstico bioquímico únicamente en 
aquellos casos en los que el resultado de la prueba anterior fuera negativo. 
 
 
Figura 59. Grado de conservación de la Ile-502 en diferentes acil-transferasas de la
escala filogenética. 
CPT: carnitina-palmitil transferasa, CAT: carnitina-acetil transferasa, COT: carnitina-octanil transferasa, 
ChAT: colina-acetil transferasa, M: muscular, L: hepática. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CONCLUSIONES 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CONCLUSIONES 
 
  - 132 -
1. En homogenado muscular las actividades enzimáticas de decisión diagnóstica 
fueron 15,6 µmol min-1 g tejido-1 para miofosforilasa, 20,7 µmol min-1 g tejido-1 para 
fosfofructoquinasa y 0,21 nmol min-1 mg NCP-1 para carnitina-palmitil transferasa. 
 
2. Todos los pacientes con ausencia de tinción histoquímica de miofosforilasa o 
fosfofructoquinasa presentaron niveles indetectables de actividad enzimática en 
músculo. 14 pacientes de 150 analizados (9,3%) con sospecha clínica de déficit 
de carnitina-palmitil transferasa mostraron actividades enzimáticas por debajo del 
nivel de decisión diagnóstica. Se han encontrado 6 pacientes con ausencia de 
tinción histoquímica de mioadenilato desaminasa que resultaron homocigotos 
para la mutación Q12X. Esta mutación produce per se un cuadro clínico muscular 
leve. Cuando se asocia a otras alteraciones metabólicas puede producirse un 
incremento en la expresión fenotípica. 
 
3. Todos los pacientes con enfermedad de McArdle han sido caracterizados 
molecularmente. Las mutaciones más frecuentes fueron R49X, W797R, G204S y 
753delA, representando el 56%, 8%, 7% y 4%, respectivamente, del total de los 
alelos del gen PYGM. 
 
4. Se han encontrado 13 nuevas mutaciones en el gen PYGM que cumplieron los 
criterios de patogenicidad establecidos: 8 “de sentido equivocado”, 2 “sin sentido” 
y 3 “fuera de fase”. 
 
5. Se han caracterizado molecularmente todos los pacientes con déficit de carnitina-
palmitil transferasa II, siendo la mutación más frecuente la S113L, lo que 
representa el 75% del total de los alelos del gen CPT2.  
 
6. Se han encontrado 3 nuevas mutaciones en el gen CPT2 que cumplieron los 
criterios de patogenicidad establecidos: 2 “de sentido equivocado” y 1 “fuera de 
fase”. 
 
7. Para todas las nuevas mutaciones encontradas en los genes PYGM y CPT2 se 
han diseñado métodos de PCR-RFLP aplicables al laboratorio clínico.  
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8. No se han podido caracterizar genético-molecularmente a los pacientes con déficit 
de fosfofructoquinasa. 
 
9. En pacientes con episodios repetitivos de rabdomiolisis asociados con el ejercicio 
de larga duración, el frío o infecciones, y con un incremento de la actividad sérica 
de creatín quinasa se debe realizar diagnóstico molecular en sangre de la 
mutación S113L del gen CPT2, siendo un método no invasivo.  
 
10. En pacientes con intolerancia al ejercicio que presenten una prueba de ejercicio 
isquémico sin aumento de la producción de lactato se debe realizar diagnóstico 
molecular directo en sangre de las mutaciones R49X, W797R, G204S y 753 delA 
del gen PYGM, lo que representa en su conjunto el 75% de los alelos. Como 
segunda línea en el proceso diagnóstico deberían analizarse en sangre las 
secuencias de los exones 14 y 17 del gen PYGM, antes de proceder a la 
obtención de una biopsia muscular. 
 
11. En pacientes con intolerancia al ejercicio, con actividad sérica moderada de 
creatín quinasa en reposo y que además presenten una prueba de ejercicio 
isquémico sin aumento de la producción de amonio debe realizarse diagnóstico 
molecular en sangre de la mutación Q12X del gen AMPD1. 
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CÓDIGOS ESTÁNDAR DE AMINOÁCIDOS Y ÁCIDOS NUCLÉICOS DE LA UNIÓN 
INTERNCIONAL DE BIOQUÍMICA (IUB) Y LA UNIÓN INTERNACIONAL DE QUÍMICA 
PURA Y APLICADA (IUPAC)  
 
 
 
 
ÁCIDOS NUCLÉICOS 
Símbolo Tipo de nucleótido Símbolo Tipo de nucleótido 
A adenina M A C (amino) 
C citosina S G C (fuerte) 
G guanina W A T (débil) 
T timidina B G T C 
U uridina D G A T 
R G A (purina) H A C T 
Y T C (pirimidina) V G C A 
K G T (ceto) N A G C T (cualquiera) 
 
 
 
 
AMINOÁCIDOS 
 
Símbolo Tipo de aminoácido Símbolo Tipo de aminoácido 
A alanina N asparragina 
B aspartato o asparragina P prolina 
C cisteina Q glutamina 
D aspartato R arginina 
E glutamato S serina 
F fenilalanina T treonina 
G glicina U selenocisteina 
H histidina V valina 
I isoleucina W triptófano 
K lisina Y tirosina 
L leucina Z glutamato o glutamina 
M metionina X parada de traducción 
 
 
 
 
